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B RIoplemstelung 1

1 Einleitung und Problemstellung

Das Auftreten von Hermaphroditismus (Zwitterbildung) bei Fischen in englischen
Flissen unterhalb von Klaranlagen fiihrte zu der Uberlegung, dass in gereinigtem Ab-
wasser estrogen wirksame Substanzen enthalten sind (Purdom et al. 1994). Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurden erwachsene, ménnliche Regenbogenforellen tber
einen Zeitraum von drel Wochen im Klaranlagenablauf gehalten. Bereits nach einer
Woche stieg der Vitellogeninplasmaspiegel der maéannlichen Regenbogenforellen
signifikant an (Purdom et al. 1994). Weitere Untersuchungen bei mannlichen Forellen
und Karpfen im Abflussbereich von Klaranlagen in England (Harries et al. 1996, 1997)
und den USA (Folmar et al. 1996) bestétigten die erhdhten Vitellogeninplasmaspiegel.
Normalerweise wird Vitellogenin, eine Vorstufe des Eidotterproteins, von allen weib-
lichen elerlegenden Vertebraten in der Leber unter dem Einfluss von in den Ovarien
gebildeten Estrogenen synthetisiert. Da aber auch bei Exposition gegeniber exogenen
Estrogenen eine Vitellogeninbildung sowohl von weiblichen as auch von ménnlichen
Forellen beobachtet wurde (Clemens 1978), kdnnen erhohte Vitell ogeninplasmaspiegel
mannlicher Fische als Biomarker fir die Exposition gegentber estrogen wirksamen
Substanzen herangezogen werden. In England wurde as mogliche Ursache fir die
erhohten Vitellogeninplasmaspiegel die estrogenartig wirkende Substanz 4-Nonyl-
phenol an einigen Flussabschnitten in erheblichen Konzentrationen identifiziert
(Blackburn und Waldock 1995). In neueren Untersuchungen konnten sogar in Klaran-
lagenablaufen von rein hauslichem Ursprung nattrliche und synthetische Estrogene
gemessen werden (Desbrow et al. 1998).

Bereits zu einem friheren Zeitpunkt wurden bel Wildpopulationen von verschiedenen
Vertebraten Reproduktionsstérungen und Misshildungen an Genitalien beobachtet.
Diese adversen Effekte konnten teilweise bestimmten estrogen-, aber auch antiandro-
genartig wirkenden Substanzen zugeordnet werden (Colborn et al. 1993). 1981 wurde
ein Zusammenhang zwischen nachweisbaren Anzeichen einer Feminisierung bei See-
mowen und ihrer hohen Belastung mit dem in der Nahrungskette akkumulierenden In-
sektizid DDT und dessen Metabolite festgestellt (Fry und Toone 1981). Der seit 1980
durch einen Unfall in einer nahegelegenen Pestizidfabrik kontaminierte Lake Apopka
in Florida bekraftigte den Verdacht, dass DDT und dessen Metabolite in einem
direkten Zusammenhang zu Reproduktionsstérungen stehen. Im Gegensatz zu anderen
in der N@he gelegenen Seen zeigte sich dort bereits einige Jahre nach dem Unfall eine
Abnahme der Alligatorpopulation. Bei jungen mannlichen Alligatoren wurden ver-
ringerte Testosteronplasmaspiegel, verkimmerte Penisse und Zwitterbildung fest-
gestellt (Guillette et al. 1994). Im Gebiet der Grossen Seen der USA konnten bei fisch-
fressenden Wasservogeln, deren Beutefische erhdhte PCB-Konzentrationen aufwiesen,
eine erhdhte Embryosterblichkeit und Missbildungen festgestellt werden (Gilbertson et
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al. 1991). Aber nicht nur bei Wirbeltieren konnten adverse Effekte beobachtet werden.
Verschiedene weibliche Meeresschnecken in der Nord- und Ostsee zeigen seit Mitte
der 80er Jahre irreversible Verménnlichungsphéanomene (Imposex, Intersex). Diese
Verénderungen waren auf die Exposition gegentiber Tributylzinn, einer in Antifouling-
Anstrichen von Schiffsrtimpfen eingesetzten Chemikalie, zuriickzufiihren. Die
Wirkung, die sowohl as indirekt antiestrogen- als auch androgenartig bezeichnet
werden kann, erfolgt Uber eine kompetitive Hemmung der Cytochrom-P450-
abhangigen Aromatase, die in weiblichen Organismen bel der Bildung von 17(3-
Estradiol aus Testosteron beteiligt ist (Matthiesen und Gibbs 1998). Dieses Beispiel ist
aufgrund der zentralen Rolle der Wirbellosen in den Nahrungsnetzen und -ketten von
Bedeutung, da Veranderungen in deren Bestand indirekt weitgreifende Auswirkungen
auf héhere Trophiestufen haben kdnnen.

Die hier aufgeftihrten Beispiele von Reproduktionsstorungen bei der Exposition gegen-
Uber estrogen wirksamen Substanzen zeigen, dass insbesondere wildlebende Tiere,
deren Lebensraum das Wasser selbst ist oder die sich von dort lebenden Organismen
erndhren, gefdhrdet sind. Die Substanzen die mit den genannten adversen Effekten in
Zusammenhang gebracht werden, gelangten auf unterschiedlichen Wegen in die
Gewasser. Neben dem direkten Eintrag oder dem Eintrag Uber die Luft scheinen
Klaranlageneinleitungen die Oberflachengewasser kontinuierlich zu belasten. Die in
Stillgewassern lebenden Tierarten sind, wie die gut dokumentierten Beispiele des Lake
Apopka und der Grossen Seen in den USA zeigen, bei einer Kontamination offen-
sichtlich besonders gefahrdet. Aber vermutlich werden auch kleinere Fliel3gewésser,
die eine grol3e Fracht an gereinigtem Abwasser aufnehmen, durch den kontinuierlichen
Eintrag von estrogen wirksamen Substanzen erheblich belastet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb im Besonderen die Belastungssituation klei-
nerer Flief3ggewasser mit ausgewahlten estrogen wirksamen Substanzen untersucht. Die
Grundlage fur Untersuchungen Uber den Eintrag dieser Substanzen in die aguatische
Umwelt und deren Verbleib in den Fliefdgew&ssern ist eine abgesicherte Analytik im
relevanten Konzentrationsbereich. Nach Auswahl der zu untersuchenden estrogen
wirksamen Substanzen wurden Analysenmethoden entwickelt und diese fir die rele-
vanten aquatischen Umweltkompartimente Oberflachenwasser, Sediment, ungereinig-
tes und gereinigtes Abwasser und Klérschlamm validiert. Neben einem Monitoring des
Oberflachenwassers zweier kleiner Fliel3gewasser mit unterschiedlicher Belastung
durch Abwassereinleitung und der Untersuchung von Sedimenten verschiedener Ge-
waésser wurden am Beispiel einer sliddeutschen Kléranlage Eintrags/Austrags-Bilanzen
der estrogen wirksamen Substanzen erstellt. Die Ergebnisse der chemischen Analytik
wurden teilweise durch eine wirkungsbezogene biologische Anaytik unter Verwen-
dung des E-Screen-Assays Uberprift. Hierbei wird die estrogene Gesamtaktivitét in
Kulturen humaner Brustkrebszellen bestimmit.
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1 Uberblick

Die aktuelle Diskussion in Europa seit Anfang der 90er Jahre tber den mdglichen Zu-
sammenhang von unerwinschten biologischen Wirkungen und der Belastung der Um-
welt durch hormonell wirksame Chemikalien hatte neben den beobachteten Stérungen
der Geschlechtsdifferenzierung und Reproduktion bei Wildpopulationen verschiedener
Wirbeltiere noch einen anderen Ursprung. In epidemiologischen Studien konnte in den
letzten Jahrzehnten ein signifikanter Rickgang der durchschnittlichen Spermienzahl
bel gesunden Mannern in Europa und Nordamerika, ein stetiger Anstieg von Brust-
und Hodenkrebsneuerkrankungen und die Zunahme von Fehlbildungen des mann-
lichen Genitaltraktes (Hodenhochstand, untere Harnréhrenspalte) festgestellt werden
(Carlsen et al. 1992, Harris et al. 1992, Osterlind 1986, Giwercman und Skakkebak
1992). Dazu kam die zuféllige Entdeckung der estrogenen Wirkung einer sehr wicht-
igen Industriechemikalie, des 4-Nonylphenols, in einer estrogensensitiven humanen
Brustkrebszelllinie (Soto et al. 1991).

In den USA fanden bereits 1979 und 1985 wissenschaftliche Symposien zum Thema
» Estrogens in the Environment* statt. Unter dem Begriff “endokrine Disruptoren”
(endocrine disruptors oder endocrine disrupting chemicals) wurden von der
Environmental Protection Agency (EPA) , Fremdstoffe, die mit der Produktion,
Freisetzung, Transport, Metabolismus, Bindung, Wirkung oder Ausscheidung von
natirlichen Hormonen, welche im Organismus die Hombostase und die Regulation der
Entwicklungsprozesse aufrechterhalten, interferieren“ zusammengefasst (Kavlock et
al. 1996).

Wirkort und Wirkung endokriner Disruptoren

Endokrine Disruptoren konnen in den Steroid-, aber auch in den Thyroidhormon-
komplex (Brouwer 1998) eingreifen. Bisher sind jedoch Uberwiegend nichtsteroidale
Chemikalien mit einer Wirkung auf die Hormonsysteme der Estrogene und Androgene
nachgewiesen, Wirkungen auf die der Gestagene und Glucokortikoide sind nur
vereinzelt oder gar nicht bekannt.

Die nichtsteroidalen Chemikalien kénnen auf zwei prinzipiell unterschiedliche Weisen
mit dem Hormonsystem interferieren. Nach dem Wirkort kann unterschieden werden:

die direkte rezeptorvermittelte Wirkung (volle und partielle Agonisten, kompetitive
Antagonisten) und

die indirekte Wirkung Uber die Veranderung der Biosynthese oder des
Metabolismus der natiirlichen Hormone
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Im weiblichen und méannlichen Sexualhormonsystem koénnen sich die endokrinen
Disruptoren in ihrer Wirkung durch entsprechende Auspragung der Wechselwirkung
mit dem Steroidrezeptor oder durch den unterschiedlichen Eingriff in den Stoffwechsel
der Steroide folgendermalien unterscheiden:

estrogenartige, z.B. Methoxychlor, p-Alkylphenole

antiestrogenartige, z.B. chlorierte Dibenzodioxine und -furane (PCDD und PCDF)
androgenartige, z.B. Tributylzinn

antiandrogenartige, z.B. Vinclozolin, p,p"-DDT

Bisher sind weitaus am haufigsten Substanzen mit einer rezeptorvermittelten estrogen-
artigen Wirkung bekannt. Diese nicht steroidalen Chemikalien konnen an den Estro-
genrezeptor binden und dadurch Wirkungen der natirlichen weiblichen Estrogene
»nachahmen®.

Estrogen wirksame Substanzen

Seit den 30er Jahren ist bekannt, dass nichtsteroidale Chemikalien wie Bisphenol A, p-
Alkylphenole, 1-Keto-1,2,3,4-tetrahydrophenanthren, Diethylstilbestrol dhnlich wirken
kénnen wie die korpereigenen weiblichen Sexualhormone des Menschen und aller
Wirbeltiere (Cook et al. 1933, Dodds und Lawson 1936, Dodds und Lawson 1938).
Das synthetische Estrogen Diethylstilbestrol wurde deshalb seit Mitte der 40er Jahre
bei drohendem Abort zur Erhaltung der Schwangerschaft eingesetzt. Ende der 60er
Jahre wurde jedoch bei Téchtern dieser mit Diethylstilbestrol behandelten Mtter eine
sehr seltene Form von V aginalkarzinomen festgestel|t.

In den 60er Jahren wurde die estrogene Aktivitdt von Organochlorinsektiziden wie
Methoxychlor und o,p-DDT und flr einige technische PCB-Mischungen entdeckt
(Tuller 1961, Bitman et a. 1968, Bitman und Cecil 1970). Bis heute ist fur mehr als 40
nicht steroidale Chemikalien (Xenoestrogene) eine estrogenartige Wirkung in vitro und
z.T. auch in vivo nachgewiesen. Daneben besitzen auch zahlreiche Pflanzeninhaltstoffe
(z.B. Quercetin, Apigenin, Daidzein, Coumestrol, Zearealenol, Zearalenon) die Fahig-
keit, die Wirkung der weiblichen Sexualhormone nachzuahmen (Phytoestrogene).
Bereits 1954 entdeckten Bradbury und White die estrogene Aktivitét von Genistein,
ein in Leguminosen vorkommendes Isoflavonoid. In Tab. 1 ist neben den natirlichen
und synthetischen Estrogenen eine Ubersicht der wichtigsten Vertreter der Substanzen
mit bekannter estrogener Wirkung dargestellt. Die einzelnen Substanzen sind unter
anderem nach gemeinsamen Strukturmerkmalen zusammengefasst. Zu den Substanzen,
die die Estrogene nachahmen, gehtren Phytoestrogene, Phenole, Chlorkohlenwasser-
stoffe, Phthalate, Alkylphenolderivate und sonstige Verbindungen.
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Tab. 1: Einteilung der Substanzen mit bekannter estrogener Aktivitdt nach
strukturellen Gesichtspunkten. Fir die fettgedruckten Substanzen wurden

im Rahmen dieser Arbeit Analysenmethoden erarbeitet und Analysen in
aquatischen Proben durchgefihrt.

Substanzgruppe Wichtigste Vertreter

Natdrliche Steroide 17B-Estradiol, Estron, 16a-Hydroxyestron, Estriol

Synthetische Steroide 17a-Ethinylestradiol, Mestranol

Phytoestrogene Isoflavonoide, Flavone, Lignane, Resorzyklische Lactone,
17B-Sitosterol*

Phenole 4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol, Bisphenol A, 4-

Hydroxybiphenyl, 2-Hydoxybiphenyl, 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol, 4-Chlor-3-methylphenol, 4-Chlor-2-
methylphenol, 2-tert-Butyl-4-methylphenol, 4,4 -Di-
hydroxybiphenyl, Phenolphthalein, Phenolrot, Tetrabrom-
bisphenol A

Chlorkohlenwasserstoffe o,p"-DDT/DDE/DDD, Methoxychlor, Endosulfan, Dieldrin,
Toxaphen, a-, B-, y-HCH, Chlordan, Alachlor, PCB,
Hydroxy-PCB

Phthalate Benzylbutylphthal at, Di-n-butylphthal at, Diisobutyl-
phthalat, Diethylphthalat, Diisononylphthal at

4-Alkylphenolderivat 4-Nonylphenoldiethoxylat, 4-Nonylphenoxyessigsaure

Sonstige Benzophenon u. Derivate, Phenylsiloxane, 1-Naphthol, 2-
Naphthol

*Kontroverse Ergebnisse zur estrogenartigen Wirkung (Kap. 11 3.2)

In Abb. 1 sind einige Strukturformeln dieser Substanzen ausgewé&hlt und dem natir-
lichen Steroidhormon 1703-Estradiol gegentibergestellt. Die X enoestrogene und Phyto-
estrogene unterscheiden sich untereinander nicht nur in ihrer Struktur, sondern auch
von der der natlrlichen Estrogene. Erst mit Aufklarung der Kristallstruktur der
Ligandenbindungsdoméane des humanen Estrogenrezeptors alpha, die weitaus grofier
ist als die Bindung von 17(3-Estradiol erfordert, wurde klar, dass fir viele andere
nichtsteroidale Substanzen die Mdoglichkeit besteht, mit dem Estrogenrezeptor zu
interagieren (Brzozowski et al. 1997).

Die Xeno- und Phytoestrogene unterscheiden sich nicht nur in der Struktur, sondern
auch in der estrogenen Potenz von 17(3-Estradiol. Die in Tab. 1 aufgefthrten Chemi-
kalien besitzen eine um vier bis sieben Grof3enordnungen geringere estrogene Aktivitét
als 17p-Estradiol, d.h. es sind 10*- bis 10’-fach héhere K onzentrationen notwendig, um
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die gleiche definierte Wirkung auszuldsen. 4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol und
Bisphenol A zeigen von all diesen Stoffen die stérkste Potenz.

Cl (0]
H3C CH3
OH@CQHlQ cl
al Cl
Cl
¢ HO OH

4-Nonylphenol y-HCH Benzophenon Bisphenol A
OH1

CH
I /\/OHO :
(I :o O L/
(@]

O OH
NN (1)
CH
’ o~ OH HO

Benzyl-n-butyl phthal at Genistein 17(3-Estradiol

Abb. 1: Vergleich der Strukturformeln einiger ausgewdahiter Xeno- und Phyto-
estrogene mit der des natiirlichen Steroidhormone 17(3-Estradiol.

2 Auswahl der zu untersuchenden estrogen wirksamen Sub-
stanzen

Viele der bisher bekannten estrogen wirksamen Xenoestrogene sind phenolische
Substanzen. In Tab. 1 (s. unter | 2) sind die ,, phenolischen Xenoestrogene® markiert,
die im Rahmen dieser Arbeit ausgewé&hlt wurden. In vitro- und einige in vivo-Studien
konnten die Estrogenitdt von 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol, Metabolite von
nichtionischen Tensiden, von Bisphenol A, einem Monomer zur Epoxidharz- und
Polycarbonatherstellung, von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol, eéinem synthetischen Anti-
oxidans und von der vielfdltig verwendeten Industriechemikalie 4-Hydroxybiphenyl
nachweisen (Soto et a. 1995, Jobling et al. 1995, Klotz et al. 1996, Korner et al. 1998,
Dodds und Lawson 1936, Krishnan et a. 1993, Bitman und Cecil 1970, Jobling und
Sumpter 1993). Vor kurzem wurde von Korner et a. (1998) in einer humanen Brust-
krebszellline eine schwache estrogene Aktivitat des Desinfektionsmittels 4-Chlor-3-
methylphenol, des Herbizideduktes 4-Chlor-2-methylphenol, des Fungizids 2-
Hydroxybiphenyl und von 2-tert-Butyl-4-methylphenol gemessen. Viele dieser Sub-
stanzen werden weltweit in grof3en Mengen produziert und eingesetzt. Da sie viel-
faltige Anwendungen besitzen, unter anderem in wassriger Zubereitung, werden sie
verdachtigt, dber die Klaranlagen in die aguatische Umwelt zu gelangen. Aul3er fir 4-
Nonylphenol gibt es bisher sehr wenige Untersuchungen Uber die Verbreitung und
Persistenz dieser phenolischen Substanzen in Klaranlagen und Oberflachengewassern.
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Deshab wurden primér chemische Analysenverfahren entwickelt, die die gemeinsame

Bestimmung der phenolischen Xenoestrogene in den verschiedenen aguatischen
Umweltkompartimenten ermaglichte.

Die natlrlichen und synthetischen Estrogene sind die potentesten estrogen wirksamen
Substanzen. Noch in geringsten Konzentrationen kdnnen sie bei Vertebraten eine
estrogene Wirkung ausldsen. Die synthetischen Estrogene scheinen wesentlich stabiler
zu sein asdie nattrlichen Estrogene (Schweinsfurth und Lange 1998). Um den Abbau
der nattrlichen und synthetischen Estrogene in Klaranlagen untersuchen zu kdnnen,
sollte mit der entwickelten Analysenmethode auch ungereinigtes Abwasser analy-
sierbar sein. Neben 173-Estradiol, Estron und Estriol wurde in diese Analysengruppe
nur das synthetische 17a-Ethinylestradiol aufgenommen. Mestranol, ein Prodrug von
17a-Ethinylestradiol, spielt in Deutschland nur noch eine untergeordnete Rolle (BPI
1999). Mestranol konnte in den letzten Jahren nur in sehr wenigen untersuchten Proben
(gereinigtes Abwasser) nachgewiesen werden (Desbrow et al. 1998, Ternes et al.
1999a, Spengler et al. 1999a). Zusétzlich wurde in diese Analysengruppe das pflanz-
liche 17(3-Sitosterol aufgenommen, da es wie die Estrogene strukturell den Steroiden
zuzuordnen ist.

3 Charakterisierung der estrogen wirksamen Substanzen

Die Aspekte zur chemischen Analytik der einzelnen ausgewahlten estrogen wirksamen
Substanzen werden im Kapitel der Methodenentwicklung (vgl. 111.1) erwdhnt und
diskutiert.

3.1  Phenalische Xenoestrogene

Alkylphenole (4-Nonylphenol, 4-tert-Octylphenol):

Verwendung
70 bis 80 % der produzierten p-Alkylphenole bestehen aus 4-Nonylphenol, der Rest

aus 4-tert-Octylphenol und 4-tert-Butylphenol. 85 % der Produktion von 4-Nonyl-
phenol werden in Deutschland zu Nonyl phenol polyethoxylaten umgesetzt (tiber 35.000
t/a). Neben der haupséchlichen Anwendung as Detergentien in Wasch- und Reini-
gungsmitteln werden die Alkylphenolpolyethoxylate unter anderem as Schmier-
Oladditiven, zur Herstellung von Epoxidharzen, as Polymerisationshilfsmittel in
Kunststoffen, als Zusatzstoffe in Farben, a's Komponenten in Pestizidf ormulierungen
und in Flotationsmitteln eingesetzt (Thiele et al. 1997, Landtagsbericht Bayern 1998,
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Hager 1999). Aufgrund der hohen aguatischen Toxizitét des Metaboliten 4-Nonyl-
phenol verpflichtete sich die chemische Industrie in Deutschland selbst, ab dem
31.12.1986 auf die Verwendung von Alkylphenolpolyethoxylaten in Haushalts-
reinigern zu verzichten (BUA 1988). Stufenweise sollten bis Ende 2000 auch im
Bereich der Industrie in ganz Europa die Alkylphenolpolyethoxylate ersetzt werden
(Landtagsbericht Bayern 1998).

Eigenschaften

4-Nonylphenol besteht im Gegensatz zu 4-tert-Octylphenol aus einem Gemisch aus p-
Isomeren mit verschiedenen Verzweigungen an der Nonylseitenkette. Beide Sub-
stanzen weisen eine relativ hohe Lipophilie auf (log Kow-Wert 4,48 bzw. 4,12, Ahel
und Giger 1993). Fir 4-Nonylphenol ist die Anreicherung im Klarschlamm und
Sediment gut dokumentiert (Giger et al. 1984, Giger et al. 1986, Brunner et al. 1988,
Ahel et a. 1994a und 1994b). Bei 20 °C weist das technische Gemisch 4-Nonylphenol
eine Wasserlddlichkeit von 3000 mg/l auf, der Siedebereich liegt zwischen 175 und
188 °C (27 mbar) und der Dampfdruck bel 0,1 hPa (20 °C) (BUA 1988). Die freien
Alkylphenole zeigen eine wesentlich hohere akute Toxizitdt as ihre Eltern-
verbindungen (Thiele et al. 1997). 4-Nonylphenol weist einen ECso-Wert von 0,18
mg/l gegentiber Daphnien (Bringmann und Kihn 1982) und einen LCso-Wert von
0,135 mg/l (96 h) gegenliber SuRwasserfischen (Holcombe et al. 1984) auf. Gleich-
zeitig konnte von Ahel et al. (1993) ein betrachtliches Potential zur Bioakkumulation
in Frischwasser-Organismen feststellt werden.

oH < > - 4-Nonylphenol CysH,,0
o (CASNr. 25154-52-3) M, =220,3 g/moal

OH4<j>7(;(cH3)2¢5H11 4-tert-Octyl phenol C12H»,0
M, = 206,3 g/mol

Verbleib in der Umwelt

Da Alkylphenolpolyethoxylate haufig in wassriger LOsung eingesetzt werden,
gelangen sie Uberwiegend in Kléranlagen, wo sie nicht vollstandig abgebaut werden.
Es entstehen Alkylphenolmono- und diethoxylate, Alkylphenoxyessigsauren und die
freien Alkylphenole (z.B. Ahel et a. 1994a). Neben Alkylphenolmono- und diethoxy-
laten und den Alkylphenoxyessigsauren, die nur relativ schwach an Klarschlamm
adsorbieren, gelangen auch die freien Phenole in die aguatische Umwelt. Detaillierte
Untersuchungen in der Schweiz haben gezeigt, dass diese Komponenten in den
Gewassern und ihren Sedimenten persistieren und sogar ins Grundwasser durch-
brechen koénnen (Ahel et a. 1994b, 1996). Diese Substanzen, voralem die freien
Alkylphenole, reichern sich in Organismen wie Fischen und Vogeln an (Ahel et al.
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1993). Erst kirzlich konnte in England in Muskel- und L ebergewebe von Flundern, die

Uberwiegend im Sediment Ieben 4-tert-Octyl phenol, 4-Nonylphenol und Nonylphenol-
monoethoxylat gemessen werden (Lye et a. 1999).

Estrogene Effekte und Exposition

Die Estrogenitét von Alkylphenolen (4-tert-Pentylphenol) wurde bereits in den 30er
Jahren von Dodds und Lawson (1938) entdeckt. 1978 konnte in einem Bindungsassay
mit isolierten Estrogenrezeptoren aus Gebarmuttergewebe von Ratten festgestellt
werden, dass p-Alkylphenole die gleichen Bindungsstellen wie 173-Estradiol besitzen
(Mdller und Kim 1978). Soto et al. (1991) entdeckten zuféllig einen estrogenen Effekt
von 4-Nonylphenol in humanen Brustkrebszellen MCF-7 und spéter konnte dieser
Effekt ebenso fur 4-tert-Octylphenol bestétigt werden (Soto et al. 1995). Estrogene
Effekte wurden auch bei Regenbogenforellen-Hepatozyten, Embryofibroblasten von
Huhnern und bei anderen Estrogenrezeptoren-Bindungsstudien nachgewiesen (Jobling
und Sumpter 1993, White et a. 1994). In einer in vivo Studie konnten Sharpe et al.
(1995) bei der Exposition von trachtigen Ratten und ihrer Nachkommen, auch einige
Zeit nach ihrer Geburt, gegentiber 4-tert-Octylphenol (1 mg/l Trinkwasser) eine
Abnahme der Testes-Grofe und eine verringerte Spermienzahl bel der Nach-
kommenschaft feststellen. Erwachsene mannliche Regenbogenforellen zeigten nach
Exposition gegentber 30 pg/l 4-tert-Octylphenol bzw. 4-Nonylphenol eine Produktion
des weiblichen Eidotterproteins Vitellogenin (Ashfield et al. 1995). Vitellogenin ist der
Vorlaufer des Eidotterproteins, das physiologischerweise in der Leber weiblicher
Fische unter dem Einfluss von 17(3-Estradiol gebildet wird.

Eine geringere Fruchtbarkeit konnte bei mit 4-tert-Octylphenol exponierten Medaka-
Mannchen (Oryzias Latipes) festgestellt werden (Gray et al. 1999). Die Embryos der
exponierten Méannchen zeigten bereits bei Konzentrationen von 10 pg/l starke
Entwicklungs- und Differenzierungsprobleme (pericardiadle Odeme, Anisophtalmia,
Probleme beim Aufblasen der Schwimmblase nach dem Schllpfen etc.)

Zu der Exposition des Menschen liegen noch keine genauen Angaben vor. Nach ersten
Schéatzungen werden pro Tag 1,26 pug/kg Korpergewicht 4-Nonylphenol aufgenommen
(Bolt 1998). Eine Aufnahme (ber kontaminiertes Trinkwasser, kontaminierte
Nahrungsmittel von Feldern, die mit Alkylphenol-haltigem Klarschlamm gediingt oder
mit Pestiziden behandelt wurden und eine Aufnahme Uber die Haut durch Kosmetika,
Shampoo, Industriereinigern etc. wére denkbar.

Bisphenol A

Verwendung
Bisphenol A wird as Monomer in der Produktion von Epoxidharzen und Poly-

carbonaten verwendet. 1993 lag die Weltproduktion bei 640.000 t. Polycarbonat-
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Kunststoffe werden in vielen Verpackungsmaterialien fir Lebensmittel, unter anderem
auch zur Herstellung von Baby-Trinkflaschen eingesetzt. Epoxidharze finden eine
breite Anwendung als Lacke, um Metallprodukte wie Konservendosen, Flaschen-
verschllisse und Wasserleitungen zu Uberziehen und als Material fir Zahnfillungen.

Eigenschaften (Staples et a. 1998)

Bisphenol A ist méiig wasserléslich (120 bis 300 mg/l bei pH 7) und besitzt nur eine
geringe Flichtigkeit (Schmelzpunkt 150 - 157 °C, Siedepunkt 220 °C (4 mm Hg) bzw.
398 °C (760 mm Hg). Aufgrund seiner mittleren Lipophilie kann Bisphenol A an
Sediment adsorbieren (log Kow-Wert 3,4). Bisphenol A ist schwach bis maldig toxisch
(ECso von 1000 pg/l bel Algen) und weist ein geringes Potential zur Bioakkumulation
in aguatischen Organismen auf (Biokonzentrationsfaktor 5 bis 68).

1 CisH160,
M, = 228,4 g/mol
HO OH (CASNr. 80-05-7)

Estrogene Effekte

1936 wurde an ovarektomierten Ratten zum ersten Mal das estrogene Potentia
nachgewiesen (Dodds und Lawson 1936). Kurzlich wurde ein estrogener Effekt in
humanen MCF-7 Brustkrebszellen gemessen (Krishnan et al. 1993, Brotons et al.
1995, Olea et al. 1996, Soto et al. 1995, Korner et al. 1998). Identische Effekte wie
durch 17B-Estradiol konnten fir Bisphenol A an Uterus und Vagina von Ratten
festgestellt werden (Steinmetz et al. 1998).

Exposition

Zum Vorkommen von Bisphenol A in der aquatischen Umwelt liegen bisher noch sehr
wenige Daten vor (Staples et al. 1998). Erst in jlungster Zeit wurde verstarkt das
Vorkommen von Bisphenol A in Klaranlagenablaufen untersucht, wogegen in Ober-
flachengewassern (inkl. der Sedimente) immer noch sehr wenige Ergebnisse vorliegen.
Zur Exposition beim Menschen liegen verschiedene Untersuchungen vor. Die Migra-
tion von Bisphenol A aus beschichteten Konservendosen in Lebensmittel und die Frei-
setzung aus frisch gelegten Kunstoffzahnfillung in den Speichel, sowie aus auto-
klavierten Polycarbonatflaschen konnte festgestellt werden (Brotons et al. 1995, Olea
et a. 1996, Krishnan et a. 1993). Genaue Expositionsdaten fur die Allgemein-
bevdlkerung fehlen jedoch nach wie vor.
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3-tert-Butyl-4-hydr oxyanisol

Verwendung
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol wird als Antioxidans in Lebensmitteln, Arzneimitteln und

Kosmetika verwendet. Ebenso wird es auch in verschiedenen Kautschuk-Pro-dukten
eingesetzt. In der Regel wird ein Gemisch aus > 85 % 3-tert-Butyl-4-hydroxy-anisol
und < 15 % 2-tert-Butyl-4-hydroxyanisol als Antioxidans el ngesetzt.

Eigenschaften (Verhagen et a. 1991)

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol ist praktisch unléslich in Wasser, als Gemisch mit 2-tert-
Butyl-4-hydroxyanisol schmilzt es zwischen 48 und 55 °C. Der Siedepunkt liegt bei
264 bis 270 °C. 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol weist eine relativ geringe akute Toxizitat
auf. Die toxikologischen Effekte von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol kénnen in drei
Klassen eingeteilt werden: (1) die direkte Toxizitét, die biochemische Effekte auf die
Enzymaktivitét einschlief% (2) die Modulation der (Geno-)Toxizité von anderen
Chemikalien und (3) seine Karzinogenitét.

C(CHy) C11H1605
M, = 180,2 g/moal
OH%}OCW (CASNr. 88-32-4)
Estrogene Effekte
Bisher wurde eine estrogenartige Wirkung nur in vitro festgestellt. 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol induziert in humanen MCF-7 Brustkrebszellen die estrogenabhangige
Proliferation (Soto et al. 1995, Korner et al. 1998). Jobling et a. (1995) konnten nach

Isolierung von Lebergewebe der Regenbogenforelle an den Estrogenrezeptoren eine
direkte Bindung messen.

Exposition

Fir den aquatischen Bereich liegen bisher nur sehr wenige Daten vor. Vom Menschen
wird 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol schnell resorbiert, aber auch wieder schnell elimi-
niert (Conning und Phillips 1986). Die tagliche Aufnahme betrégt ca. 0,13 mg/kg
Korpergewicht (Addis und Hassel 1992).

2-tert-Butyl-4-methylphenol

Die estrogenartige Wirkung konnte von Koérner et al. (1998) erstmals im E-Screen-
Assay entdeckt werden. 2-tert-Butyl-4-methylphenol kénnte als Verunreinigung bzw.
Abbauprodukt des as Antioxidans eingesetzten 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol
auftreten.
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Hydroxybiphenyle (2-Hydr oxybiphenyl, 4-Hydr oxybiphenyl)

Verwendung
2-Hydroxybiphenyl, auch unter der Bezeichnung o-Phenylphenol bekannt, wird haupt-

s&chlich als Desinfektions- und Konservierungsmittel verwendet. Aufgrund der zahl-
reichen Produkte ist die Anwendung als Desinfektionsmittel im medizinischen Bereich
sehr gangig (BPI 1999). Die fungistatische Wirkung wird zur Konservierung von
Zitrusfrichten eingesetzt. 2-Hydroxybiphenyl wird auf3erdem als Kuhliflussigkeit und
zur Herstellung von Detergentien und Gummiprodukten eingesetzt. 4-Hydroxy-
biphenyl (p-Phenylphenol) wird auch zur Herstellung von Gummiprodukten eingesetzt
und unter anderem bei der Herstellung von Azofarbstoffen und Harzen verwendet.

Eigenschaften

Die Wasserltslichkeit von 2-Hydroxybiphenyl liegt bei 7000 mg/l, der Schmelzpunkt
zwischen 58 und 60 °C und der Siedepunkt bei 286 °C. Die akute Toxizitdt von 2-
Hydroxybiphenyl (LCso-Wert von 5,99 mg/l (96 h)) lag bei der gleichen Studie
wesentlich niedriger als die von 4-Nonylphenol (Holcombe et al. 1984).

OH
2- Hydroxybl phenyl C12H 100

(CAS Nr. 90-43-7) M, = 170,2 g/moal
OH 4- Hydroxybl phenyl C12H 220
(CASNr.92-69-3) M,=170,2 g/mol

5

Estrogene Effekte

Fir beide Hydroxybiphenyle wurde bisher nur in vitro ein estrogener Effekt gemessen
(Soto et al. 1992, 1995, 1998). Die estrogene Potenz von 4-Hydroxybiphenyl lag
sowohl im E-Screen-Assay als auch in einem Hefezell-Assay hoher als die von 2-
Hydroxybiphenyl (Kdrner et al. 1998, Routledge et al. 1997).

Verbleib in der Umwelt

Zum Vorkommen dieser beiden Substanzen in der aguatischen Umwelt liegen Uber-
wiegend aktuellere Studien vor, die sich alerdings nur auf 2-Hydroxybiphenyl
beziehen.

In aeroben und anaeroben Abbauversuchen mit Belebtschlamm wurde 2-Hydroxy-
biphenyl vollstandig abgebaut (Voets et al. 1975). Auch bel Kompostierversuchen mit
dotierten Sudfruchtschalen wurde von Wilke (1997) eine gute Abbaubarkeit ermittelt.
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Chlorkresole (4-Chlor-3-methylphenal, 4-Chlor-2-methylphenol)

Verwendung
4-Chlor-3-Methylphenol und sein Natrium-Salz werden als Desinfektionsmittel im

klinischen Bereich und als Konservierungsmittel in der Leder-, Textil-, Klebstoff-,
Papier-, Farbstoff-, Baustoff- und metallverarbeitenden Industrie eingesetzt. Von den
jahrlich in der Bundesrepublik produzierten 2000 t 4-Chlor-3-Methylphenol werden im
Inland 400 t verbraucht, der Rest wird exportiert (UBA 1996). 4-Chlor-2-Methyl-
phenol wird selbst nicht angewendet, es wird als Edukt der Phenoxyalkansaure-
Herbizide eingesetzt. Seit 1991 wird 4-Chlor-2-Methylphenol bundesweit nicht mehr
hergestellt, Importe und Exporte sind nicht bekannt (BUA 1994b).

Eigenschaften (BUA 1994a, 1994b)

4-Chlor-3-Methylphenoal (3,6 - 4,0 g/l) weist eine bessere Wasserlddlichkeit auf als 4-
Chlor-2-Methylphenol (4,0 - 7,6 g/l). Die Schmelz- und Siedepunkte von 4-Chlor-3-
Methylphenol (45 - 49 °C bzw. 220 - 225 °C) liegen minimal héher as die von 4-
Chlor-2-Methylphenol (63 - 66 °C bzw. 235 - 239 °C). Obwohl ein log Kow-Wert von
3,02 bis 3,1 (4-Chlor-3-Methylphenol) bzw. 3,06 bis 3,1 (4-Chlor-2-Methylphenol)
ermittelt wurde, zeigte sich fir beide Substanzen experimentell nur eine geringe
Bioakkumulation bei Fischen.

Zahlreiche Untersuchungen zur akuten Toxizitét von 4-Chlor-3-Methylphenol wurden
durchgefuhrt. Als empfindlichste aguatische Spezies erwiesen sich Fische fur die eine
Predicted No Effect Concentration (PNEC) von 50 ug/l abgeschétzt wurde (UBA
1996).

CH
4-Chlor-2-methylphenol C;H,CIO
OH cl (CAS Nr. 1570-64-5) M, = 142,6 g/mol
CH
’ 4-Chlor-3-methylphenol  C;H,CIO
OH cl (CASNr. 59-50-7) M, = 142,6 g/mol
Estrogene Effekte

Die estrogenartige Wirkung dieser beiden Chlorkresole wurde von Korner et al. (1998)
im E-Screen-Assay entdeckt.

Verbleib in der Umwelt

Eintrége von 4-Chlor-3-Methylphenol erfolgen hauptséchlich tber Abwasser in die
aguatische Umwelt. Die hochsten Konzentrationen sind in ungereinigtem Abwasser
von Textil- und Gerbereibetrieben zu erwarten (UBA 1996). 4-Chlor-2-Methylphenol
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kann in Deutschland im Prinzip nur as Verunreinigungskomponente aus importierten
Phenoxyal kansaure-Herbiziden oder beim Abbau dieser Herbizide im Boden oder auf
den Pflanzen in die Umwelt gelangen (BUA 1994b). In kommunalen Kléranlagen
wurden Abbauraten zwischen 72 und > 96 % fir 4-Chlor-3-Methylphenol (Arent et al.
1983) und bel 94 % fir 4-Chlor-2-Methylphenol bestimmt (BUA 1994b).

3.2 Steroide

Naturliche Estrogene

Das natlrliche Estrogen 17B-Estradiol der Vertebraten wird Uberwiegend in den
Ovarien und zu geringen Mengen auch in der Nebennierenrinde, dem Fettgewebe und
den Hoden gebildet. Die tagliche Estrogenproduktion, die tUber eine Rickkoppelung
Uber Hypothalamus und Adenohypophyse gesteuert wird, liegt bei der Frau je nach
Zyklusphase bei 25 bis 100 pg. In der Schwangerschaft wird die Estrogenproduktion
von der Plazenta Ubernommen und kann bis auf 30 mg/d ansteigen, in der Post-
menopause sinkt die Bildung dagegen auf 5 bis 10 pg/d. Manner produzieren téglich 2
bis 25 ug Estrogene. Tréchtige Stuten scheiden pro Tag sogar bis zu 100 mg aus
(Turan 1995).

Der grofite Teill der im Korper vorliegenden Estrogene ist an das spezifische
Sexualhormon-bindende Plasmaglobulin (SHBG) aber auch an Albumin gebunden und
besitzt dadurch keine physiologische Aktivitat. Fir die Xenoestrogene ist im Gegen-
satz eine derartige Bindung nicht beschrieben. Die Wirkung der Estrogene erfolgt
rezeptorvermittelt. Die Zielorgane fur Estrogene sind der Uterus, die Cervix, Vagina
und die Mamma. Die Estrogene fordern das Wachstum der weiblichen Sexualorgane
und prégen die sekunddren weiblichen Geschlechtsmerkmale (Mamma). In der
Pupertdt bewirken sie den Schluss der Epiphysenfugen in den Knochen zur
Beendigung des Léngenwachstumes. Nahezu alle weiblichen Vorgange der Repro-
duktion werden zusammen mit den Gestagenen reguliert.

17B-Estradiol und Estron, die im Korper wechselseitig ineinander umgewandelt
werden kdnnen, werden Uberwiegend in der Leber metabolisch inaktiviert. Die Plasma-
halbwertszeit von 17(3-Estradiol liegt bel etwa 50 min, die von Estron bei etwa 90 min.
Der vielfdltige Metabolismus erfolgt in der oxidativen Phase |-Reaktion (Hydro-
xylierung und Dehydrierung), in der Phase IlI-Reaktion werden die Metaboliten
konjugiert, um als Sulfate und Glucuronide Uber Galle und Harn ausgeschieden werden
zu konnen. Wéahrend der Schwangerschaft ist Estriol der Hauptmetabolit, wahrend in
der Ubrigen Zeit und auch beim Mann Estron und 2-Hydroxyestron Uberwiegen (Fotsis
und Adlercreutz 1987).
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HO
17B-Estradiol Estron Estriol
C18H 2402 C18H 2202 C18H 2403
M, =272,4 g/mal M, = 270,4 g/moal M, = 288,4 g/mal
(CAS Nr. 50-28-2) (CASNr. 53-16-7) (CASNr. 50-27-1)
Verwendung

Die therapeutische Anwendung von 17(3-Estradiol erfolgt tUber die Haut oder ora in
Form seiner Ester zur Estrogensubstitution im Klimakterium. Estriol wird tUberwiegend
im vaginalen Bereich bel |okalem Estrogenmangel eingesetzt (BPI 1999).

Eigenschaften

Die Wasserloslichkeit nimmt von 17B-Estradiol Gber Estron bis zu Estriol zu. Die
WasserlGslichkeit der Estrogeneist ziemlich gut und damit besser as die vieler anderer
Steroide (Rurainski et al. 1977). Der Schmelzpunkt von 1703-Estradiol liegt bei 178 °C
und der von Estriol bei 282 °C (Kommentar zum Deutschen Arzneibuch 1996 und
Européi schen Arzneibuch, Nachtrag 1999).

Bei elner umfangreichen Untersuchung, in der das potentielle Verhaten von 17(3-
Estradiol in Flief3gewassern untersucht wurde, ergab sich ein log Kow-Wert von 3,1
(Jurgens und Johnson 1999). Aus diesen Ergebnissen geht auch hervor, dass 17(3-
Estradiol an Schwebstoffe und Sedimente gebunden werden kann.

Estrogene Potenz und Effekte

Die physiologische Aktivitédt nimmt in der Reihenfolge 17(B-Estradiol > Estron >
Estriol um jeweils den Faktor drei ab (Pschyrembel 1998). Im E-Screen-Assay wirkte
Estriol deutlich stérker as Estron (Schuller 1998). Estriol wirkte um einen Faktor 5
schwécher als 173-Estradiol und Estron sogar um einen Faktor 60. Soto et al. (1995)
konnten vergleichbare Ergebnisse erzielen.

Bei der Exposition Uber 3 Wochen gegentiber 17(3-Estradiol und Estron wurde in
mannlichen Regenbogenforellen ab Konzentrationen von 1 - 10 ng/l bzw. 25 ng/l eine
Induktion der Vitellogeninsynthese gemessen (Routledge et al. 1998).

Vorkommen im aguatischen Bereich
Zum Vorkommen von 173-Estradiol und Estron im aquatischen Bereich gibt es bereits
einige Daten, Estriol wurde bisher kaum untersucht (z.B. Stumpf et al. 1996, Ternes et




gﬂ?ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂTﬁWﬁWﬁWﬁW IIAIIgemeinerTeiI

al. 19993, Belfroid et al. 1999). Da in Abwassern und Oberflachengewdassern synthe-
tische und natiirliche Estrogene nachgewiesen werden kdnnen, missen offensichtlich
wahrend der Abwasserbehandlung und bereits in der Kanalisation die mit dem Urin
ausgeschiedenen Konjugate gespalten werden (Schweinsfurth und Lange 1998,
Jurgens und Johnson 1999).

Bereits in den 70er Jahren wurden die nattrlichen und synthetischen Steroide im
Trinkwasser untersucht (Rurainski et al. 1977). 173-Estradiol lag nur zwischen 0,12
und 0,42 ng/l vor.

17a-Ethinylestradiol

Aufgrund der raschen Metabolisierung (First-Pass-Effekt) der nattrlichen Estrogene
bel gleichzeitig schlechter oraler Bioverfligbarkeit wurde nach Wirkstoffen gesucht,
die therapeutisch in geringeren Konzentrationen angewendet werden konnten und
dadurch wesentlich vertraglicher waren. Bereits 1938 gelang es Ethinylestradiol zu
synthetisieren. Mit Einfuhrung der Ethinylgruppe in Position 17a von 173-Estradiol
konnte die orale Bioverfligbarkeit wesentlich verbessert werden und das Molekl
gegen Oxidation stabilisiert werden. Seit 1957 mit der ersten Zulassung der oralen
Kontrazeption (,, Pille*) wird 17a-Ethinylestradiol neben der Gestagenkomponente als
Estrogenkomponente eingesetzt. Derzeit sind mehr als 40 orale Kontrazeptiva auf dem
deutschen Arzneimittelmarkt, die 17a-Ethinylestradiol enthalten (BPI 1999). Die
kontrazeptive Wirkung besteht darin, dass die Bildung des FSH (Follikel
stimulierendes Hormon) in der Adenophyse unterdriickt wird und dadurch die
Follikelreifung verhindert wird.

Der Metabolismus erfolgt Uberwiegend unter Bildung eines Katechol (Hydroxylierung
an Position 2) und oder unter Konjugation. Nur ca. 1 % der aufgenommen Menge wird
unveréndert ausgeschieden (Schweinsfurth und Lange 1998).

Eigenschaften (Schweinsfurth und Lénge 1998)

17a-Ethinylestradiol besitzt eine geringe Wasserl6slichkeit (4,7 - 4,8 mg/l). Mit einem
deutlich héheren log Kow-Wert von 4,2 as 173-Estradiol scheint eine Adsorption an
Sedimentpartikeln méglich und ein Potential zur Bioakkumulation vorhanden zu sein.
Bei akuten Toxizitéatstests scheinen Fische as die empfindlichste Spezies gegeniber
17a-Ethinylestradiol zu reagieren (die LCs, bei 96 h von Regenbogenforellen betrug
1,6 mg/l).
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CZOH 2402
M, = 296,4 g/mol
(CAS Nr. 57-63-6)
HO
Estrogene Potenz

Im E-Screen-Assay zeigte 17a-Ethinylestradiol eine dem 173-Estradiol vergleichbare
estrogene Aktivitét (Soto et al. 1995, Schuller 1998). Bel in vivo Experimenten wurden
bei mannlichen Regenbogenforellen nach der Exposition dber 3 Wochen gegentiber
17a-Ethinylestradiol noch bei einer Konzentration unter 0,5 ng/l deutlich erhdhte
Vitellogeninplasmaspiegel gemessen (Purdom et al. 1994).

Vorkommen in der Umwelt

Altere Messungen weisen im Vergleich zu 17B-Estradiol hohere Konzentrationen in
gereinigtem Abwasser und Trinkwasser auf (Rurainski et al. 1977, Stumpf et al. 1996).
Neuere Studien zeigen fir beide Substanzen vergleichbare K onzentrationen im unteren
ppt-Bereich (Ternes et al. 1999a). Aufgrund verschiedener Daten zum Abbau scheint
17a-Ethinylestradiol deutlich stabiler as die natlrlichen Steroide zu sein
(Schweinsfurth und Lange 1998).

17B3-Sitoster ol

In héheren Pflanzen liegt das Sterol 17p3-Sitosterol nahezu ubiquitdr vor. Seine genaue
physiologische Wirkung ist bisher noch nicht bekannt.

Estrogene Wirkungen wurden sowohl in vivo als auch in vitro beschrieben (Mellanen
et a. 1996). Von Korner (personliche Mitteilung) konnte im E-Screen-Assay keine
estrogenartige Wirkung bis zu einer Konzentration von 2 uM gemessen werden. In
einer androgensensitiven Zelllinie konnte jedoch ein schwacher androgenartiger Effekt
festgestellt werden.

Cu9H500
M, = 414,7 g/mol
(CASNr. 83-46-5)

Verwendung
17B3-Sitosterol wird neben Cholesterin und Stigmasterin industriell zur Synthese von

Estron und Gestagenen verwendet. Hierzu wird es aus Pflanzentlen, besonders aus
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Sojabohnen- und Weizenkeimol gewonnen (Wagner 1993). Therapeutisch wird 17[3-
Sitosterol in Form von Fertigarzneimittel praparaten tberwiegend zur Behandlung von
Miktionsbeschwerden bei benigner Prostatahyperplasie und bei Hyperlipoproteindmie
eingesetzt. In der Roten Liste 1999 sind 9 Praparate aufgefuhrt (BPI 1999).

Vorkommen in der aguatischen Umwelt

In der Partikel- und Wasserphase von Abwasser konnten teilweise Konzentrationen im
ug/l-Bereich gemessen werden (Quéméneur u. Marty 1994). Zum Vorkommen in
Flief3gewassern liegen nur sehr wenige Daten vor (Stumpf et al. 1996, Fromme et al.
1999). Sedimentanalysen zeigten Konzentrationen von 0,194 ug/g TS (Benfenati et al.
1994).

4 E-Screen-Assay

Der E-Screen-Assay ist ein in vitro Biotest, be dem die estrogenabhangige
Proliferation der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 gemessen wird (Soto et al.
1992). Die Zunahme der Proliferation erfolgt tUber eine rezeptorvermittelte Wirkung.
Als Mal3 fur die estrogene Wirkung einer Substanz oder einer Umweltprobe wird die
Zéllproliferation im Vergleich zu Kontrollen mit und ohne 17(3-Estradiol bestimmit.

Der von Soto et al. (1992) entwickelte E-Screen-Assay wurde von Korner et al. (1998)
wesentlich vereinfacht und miniaturisiert. Das Schema zur Durchfthrung des
modifizierten E-Screen-Assay ist in Abb. 2 dargestellt.

Die Vereinfachung und Miniaturisierung bestand darin:

. Anstelle von Humanserum wurde kommerziell erhdltliches fotaes Kaberserum
verwendet.

. Alternativ zur direkten Zellz8hlung konnte eine kolorimetrische Zellzahlung
durchgefihrt werden.

Der Assay konnte statt in 24-Well-Platten in 96-Well-Platten durchgefthrt werden.

Die Nachweisgrenze des optimierten E-Screen-Assays liegt fur 173-Estradiol bei etwa
1 pmol/l (0,27 ngl/l). Verschiedene Umweltchemikalien und die natirlichen und
synthetischen Estrogene wurden in diesem E-Screen-Assay getestet (Korner et al.
1998, Schuller 1998). Zur Bewertung der estrogenen Aktivitat dieser Substanzen
wurde die estrogene Wirkungsstérke (relativer Proliferationseffekt) und die estrogene
Potenz (Estradiol-Aquivalenzfaktor) relativ zu 173-Estradiol bestimmt. Die relativen
Proliferationseffekte (RPE) und die Estradiol-Aquivalenzfaktoren (EFF) der in dieser
Arbeit ausgewdahlten estrogen wirksamen Substanzen sind in Tab. 2 zusammengefasst.
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Aussaat MCF-7-Zéellen in Exp.medium:
Tag 0 24-W-Platten: 10000 pro Well in 0,5
96-W-Platten: 1500 pro Well in 0,15

l

v Wechsel des Experimentalmediums:
Tagl DMEM ohne Phenolrot + 5% gestripptes
steroidfreies Kélberserum (CD-FCYS)

-

Negativkontrolle| Positivkontrolle Extrakte Probe +

hor monfr ei 17R-Estradiol 3-6 Verdinn. Antiestrogen

) 4 (8) Wells/Verd, || Tamoxifen 5 uM
5Konz. 1pM -1nM || 4 (8) 1C1182.780 10 nM

v Kolorimetrische Zellzahlung:
Tag6 SRB Assay (Gesamtprotein-Gehalt)
MTT-, alamar blue-Assay (metabolische Aktiv.)

Abb. 2: Schema fir die Durchfihrung des modifizierten E-Screen-Assay mit
MCF-7-Zé€llen.

Tab. 2: Im E-Screen-Assay ermittelte relative Proliferationseffekte und Estradiol-
Aquivalenzfaktoren fir die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen
(Korner et al. 1998, Schuller 1998).

Substanz Relativer Proliferations- Estradiol-Aquivalenzfaktor
effekt [% 17B-Estradiol] (17B-Estradiol = 1)
4-tert-Octylphenol 97 1,1E-04
4-Nonylphenol 105 1,1E-04
Bisphenol A 97 6,0E-05
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 31 2,4E-06
2-tert-Butyl-4-methylphenol 28 3,0E-06
4-Hydroxybiphenyl 71 1,1E-05
2-Hydroxybiphenyl 35 1,5E-06
4-Chlor-3-methylphenol 46 3,1E-07
4-Chlor-2-methylphenol 28 1,8E-07
Estron 112 0,016
Estriol 92 0,21
17a-Ethinylestradiol 102 0,92

173-Sitosterol n.n. n.n.
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Dieser modifizierte E-Screen-Assay wurde zur Bestimmung der estrogenen Gesamt-
aktivitdt von aguatischen Umweltproben validiert und bereits erfolgreich auf Ab-
wasser- und Flusswasserproben angewendet (Koérner et al. 1999a, Kérner et a. 1999b,
Korner et al. 1999c, Kdrner et al. 2000).
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Il Ergebnisse und Diskussion

1.  Methodenentwicklung zur chemischen Analytik
1 Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, die Verbreitung und Belastungssituation der
ausgewahlten estrogen wirksamen Substanzen in der aguatischen Umwelt mit Hilfe
chemischer Analytik und zusétzlich z.T. mit einer biologischen Methode zu unter-
suchen. Besonderes Augenmerk wurde auf Abwasser gelegt, da es vermutlich der
Haupteintragspfad dieser Substanzen in die aguatische Umwelt ist.

Die wesentliche Voraussetzung fir jede Art von Untersuchungen sind geeignete
Analysenverfahren, die einen routinemafdigen Einsatz erlauben. Die entwickelten Ver-
fahren sollten sich durch eine einfache und schnelle Handhabung auszeichnen und im
Besonderen eine hohe Reproduzierbarkeit mit Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
unterhalb des umweltrelevanten Konzentrationsbereichs aufweisen. Um die ausge-
waéhlten estrogen wirksamen Substanzen in den einzelnen Kompartimenten der
aguatischen Umwelt erfassen zu kdnnen, missen die chemischen Analysenverfahren
auf Flusswasser, ungereinigtes und gereinigtes Abwasser, Sediment und Kl&rschlamm
anwendbar sein.

Ein chemisch-analytisches Verfahren beinhaltet generell die Substanzanreicherung aus
der Probenmatrix (Extraktion) und die Identifizierung und Quantifizierung der
einzelnen Substanzen aus dem Extrakt (quantitative Analytik). Zwischen diesen beiden
Schritten muss je nach Probenart und Substanzklasse ein Aufreinigungsschritt (clean
up) geschaltet werden, der die quantitative Analytik vereinfacht oder gar erst
ermoglicht. Sowohl die Unterschiedlichkeit der Umweltmatrizes als auch der zu
untersuchenden Substanzklassen stellen verschiedene Anspriiche an die Analysen-
methode hinsichtlich der Anreicherung und Aufreinigung. Demnach wurden sinn-
vollerweise die natrlichen und synthetischen Estrogene einschliefdlich 17(3-Sitosterol
zu einer Analysengruppe und die unter dem Begriff , phenolische Xenoestrogene®
zusammengefassten nichtsteroidalen Chemikalien zu einer weiteren Analysengruppe
zusammengeschlossen. Fir Sediment und Klarschlamm wurde aufgrund ihrer kom-
plexen Matrix eine eigensténdige Aufarbeitungsmethode zur Extraktion und Auf-
reinigung entwickelt.

Unterstitzend zur chemischen Analytik sollten die Umweltproben mit einem in vitro-
Biotest, dem E-Screen-Assay auf estrogene Gesamtaktivitét getestet werden. Um die
Ergebnisse beider Methoden unmittelbar miteinander vergleichen zu kdnnen, war es
Voraussetzung, dass der Extrakt, der fUr die chemische Analytik aufgearbeitet wurde,
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auch in den E-Screen-Assay eingesetzt werden konnte. Das Ziel, ein und denselben
Extrakt mit beiden Methoden zu analysieren, wurde wéhrend der Methoden-
entwicklung der chemischen Analytik berlicksichtigt und gleichzeitig im E-Screen-
Assay Uberpruft (Korner et al. 1999a).

2 Bestandsaufnahme
2.1 Extraktions- und Aufreinigungstechniken

Bei der Extraktion sollten die in der Probe enthaltenen estrogenartig wirkenden
Substanzen quantitativ in einem geringen Volumen eines organischen Lésungsmittels
angereichert werden und so der quantitativen Analytik zugénglich gemacht werden.
Die Substanzanreicherung sollte deren Nachweis im Spurenbereich ermdglichen, ohne
dass unverhaltnismaldig grof3e Probenmengen eingesetzt werden.

Im Wesentlichen kommen drei verschiedene Phasenverteilungen als Trennprinzipien
zur Extraktion in Betracht:

FlUssig-fest-Verteilung (Festphasenextraktion)
FlUssig-fltssig-Verteilung (Ausschitteln mit dem Scheidetrichter, Mikroseparation)
Fest-fliissig-V erteilung (Soxhletextraktion, Ultraschallextraktion)

Allen drei Extraktionsprinzipien ist gemein, dass eine Stofftrennung Uber eine
Verteilung auf zwei nicht miteinander mischbare Phasen stattfindet (Schwedt 1996).
Welches Prinzip zum Einsatz kommt, ist zuallererst von der zu extrahierenden
Probenmatrix abhéngig. Die ersten beiden Prinzipien konnen zur Extraktion von
flissigen Proben eingesetzt werden. Feststoffproben kdnnen nur durch Fest-flissig-
Verteilung aufbereitet werden. Neben dem Extraktionsverfahren tragt das Extraktions-
mittel entscheidend zur quantitativen Anreicherung der Substanzen bei. Welche der
beispielhaft aufgefthrten Extraktionstechniken und welches Extraktionsmittel
letztendlich ausgewdahlt werden, muss aus dem Zusammenspiel verschiedener
Faktoren, wie z.B. Praktikabilitét auf die zu untersuchenden Substanzen (Wieder-
findungsraten), Reproduzierbarkeit, Leistungsfahigkeit und Handhabung der Methode
getroffen werden.

Eine leistungsfahige Aufreinigung (clean up) erleichtert idealerweise die quantitative
Analytik und liefert einen wesentlichen Beitrag zum Erhalt eines richtigen Ergebnisses.
Durch Anwendung eines clean up nach der Extraktion sollten bel der Analyse
stérende, mitextrahierte Matrixbestandteile abgetrennt werden. Die Aufreinigung des
Extraktes ermdglicht dessen weitere Aufkonzentrierung. Dadurch konnen letztendlich
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ausreichend niedrige Nachweisgrenzen erzielt werden. In der organischen Umwelt-
analytik kommen vorwiegend flussigkeitschromatographische Techniken (Adsorption
an Kieselgel, basischem Aluminiumoxid, etc.), die auf der Flissig-fest-Verteilung
basieren, zum Einsatz. Weitere Techniken basieren auf der Flissig-flUssig-Verteilung
oder auf dem Trennprinzip nach Molekllgrofie (Gelfiltration). Die Flissig-fllssig-
Verteilung kann z.B. auf Phenole angewendet werden. Sie kénnen als Phenolate mit
akalisch-wassriger Losung ausgeschiittelt werden. Die Gefiltration kann z.B. zur
Abtrennung von Fetten eingesetzt werden.

Ein geeignetes und leistungsféhiges Aufreinigungsverfahren muss im Einzelnen auf
die Anforderungen der Probenmatrix der zu untersuchenden Substanzen abgestimmit
werden. Die Probenaufreinigung muss ebenso wie die Extraktion qualitativ abgesichert
werden, indem Wiederfindungsraten bestimmt und Untersuchungen zur Reprodu-
zierbarkeit durchgeftihrt werden.

22 HRGC/LRMS

Zur chemischen Analytik der zu untersuchenden estrogen wirksamen Substanzen stand
die hochauflésende Gaschromatographie mit anschlief3ender niederaufl6sender
massenspektrometrischer Detektion (HRGC/LRMS) zur Verfigung. Durch Einsatz
dieser Gerédtekombination ist sowohl die Identifizierung der Substanzen als auch ihre
Quantifizierung maoglich.

Bei der HRGC werden kommerziell hergestellte Quarzkapillarsdulen mit kleinem
Innendurchmesser (0,25 mm) verwendet, die eine direkte Koppelung mit dem Massen-
spektrometer (MSD) ermoglichen. Durch Einsatz von Quarzkapillarsdulen mit einer
dinnen Filmdicke (0,1 - 0,25 pm) werden Substanzgemische bei relativ kurzen
Retentionszeiten sehr effizient getrennt, allerdings ist die Kapazitdt der stationéren
Phase auf ein Injektionsvolumen von 1 bis maximal 3 pl und auf absolute Kon-
zentrationen der zu analysierenden Substanzen im ng-Bereich beschrankt. Die in dieser
Arbeit eingesetzte stationdre Phase (DB XLB), ein unpolares quervernetzes
Methylpolysiloxan mit ca. 12 % Phenylsubstitution, zeichnet sich durch eine hohe
thermische Stabilitét (Maximaltemperatur von 300 - 320 °C) aus und weist auch bei
einem hohem Probendurchsatz ein geringes Saulenbluten auf. Im Laufe der Methoden-
entwicklung wurde festgestellt, dass ein Injektionsvolumen von 1 ul die besten
Chromatogramme erzielte. Die Erhéhung des Injektionsvolumens auf 2 - 3 ul fihrte
nicht zu einer Erniedrigung der Nachweisgrenze, vielmehr erhdhte sich das Rausch-
signal entsprechend und haufig verbreiterten sich die Signalpeaks.

Die Gaschromatographie gekoppelt mit der Massenspektrometrie (GC/MS) eignet sich
in besonderem Mal3e zur Analytik von Komponenten im Spurenbereich (unterer ng-
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Bereich). Durch Detektion in Form der Massenfragmentographie (Selected oder Single
lon Monitoring, SIM) an Stelle der Aufnahme kompletter Massenspektren erhéht sich
die Empfindlichkeit des MSD um etwa zwei Zehnerpotenzen. Im SIM-Modus wird
kontinuierlich die Intensitét charakteristischer Massen einzelner Kationen, die durch
Elektonenstoldionisation erzeugt werden, aufgenommen. Die Aufnahme eines
Totalionenchromatogramms (Scan-Modus) wurde wahrend der M ethodenentwicklung
zur Ermittlung charakteristischer Massen verwendet, die anschlief3end im SIM-Modus
registriert wurden.

2.3  Quantifizierung

Die quantitative Auswertung in der Anaytik kann auf zwel verschiedene Arten
durchgefihrt werden: (1) kann die Quantifizierung Uber die interne Standardmethode
und (2) Uber die externe Standardmethode (externe Kalibrierung) erfolgen.

Die interne Standardmethode stellt eine sehr elegante Methode dar, vor allem wenn
isotopenmarkierte Standards (Isotopenverdiinnungs-Methode) verwendet werden, die
bereits langjdhrig in der Dioxin-Analytik zum Einsatz kommen (Hagenmaier et al.
1987). Der interne Standard wird hierbei der Probe vor der Extraktion zugesetzt.
Substanzverluste wéhrend der Aufreinigung werden wegen des identischen
chemischen Verhaltens des isotopenmarkierten Standards und der nativen Substanz
kompensiert. Ferner werden Volumenfehler aufgehoben, auch wenn ein interner
Standard eingesetzt wird, der nicht isotopenmarkiert ist, aber chemisch &hnliche
Eigenschaften aufweist. Bel der Massenspektrometrie kann die Quantifizierung durch
unmittelbaren Flachen- oder Hohenvergleich der Intensitét charakteristischer Massen
des Standards und der nativen Substanz erfolgen.

Bei der externen Standardmethode wird durch Vermessung unterschiedlicher
Konzentrationen des Referenzstandards eine Kalibriergerade (Flachen- oder
Hohenintensitét gegen Konzentration aufgetragen) ermittelt oder der Responsefaktor
(= Konzentration/ Flachen- oder Hohenintensitét) berechnet. Die Probe wird an-
schliefend separat gemessen und Uber Vergleich der Kalibriergerade bzw. des
Responsefaktors mit der gemessenen Flachen- oder Hohenintensitét der nativen
Substanz die Konzentration ermittelt.

Wahrend der vorliegenden Arbeit standen fur die chemische Analytik der estrogen
wirksamen Substanzen keine entsprechenden isotopenmarkierten Standards zur
Verfugung (Ausnahme Dy-markiertes 173-Estradiol). Zum einen waren zu Beginn der
Methodenentwicklung nicht alle entsprechenden isotopenmarkierten Standards
kommerziell erhdltlich und zum anderen wére ihre Anschaffung vor ihrem
routinemaldigen Einsatz unverhétnisméidig teuer. Folglich wurden Methoden mit einer
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internen Quantifizierung unter Verwendung extern bestimmter Responsefaktoren
erarbeitet.

3 Methodische Vorgehensweise zur Entwicklung eines Analysen-
verfahrens

Die nach strukturellen Ahnlichkeiten in zwei Gruppen (Gruppe 1 der phenolischen
Xenoestrogene und Gruppe 2 der Steroide) zusammengefassten estrogen wirksamen
Substanzen wurden wéahrend der M ethodenentwicklung getrennt untersucht.

Aufgrund der unterschiedlichen Matrix und der daraus resultierenden Anforderung an
die Probenaufbereitung wurden feste und wassrige Umweltproben auf eine andere Art
und Weise extrahiert bzw. aufgereinigt. Die quantitative Analytik der erhaltenen
Extrakte der wassrigen und festen Proben erfolgte anschlief3end mit derselben
Methode. Fur die Steroide konnte im Rahmen dieser Arbeit nur eine Aufarbeitungs-
methode fir wassrige Proben entwickelt werden.

Bei der Entwicklung geeigneter Analysenverfahren wurde methodisch folgendermal3en
vorgegangen:

1. Literaturrecherche nach bereits bestehenden Methoden, die wéhrend der gesamten
Zeit fortgeftihrt wurde, um den Kenntnisstand zu verfolgen.

2. Massenspektrometrische Identifizierung im Scan-Modus zur Ermittlung charak-
teristischer Molekil- bzw. Fragmentionen. Eine Derivatiserung der Substanzen
wurde durchgefihrt, um ihre Flichtigkeit zu erhdhen und Uberhaupt eine gaschro-
matographische Trennung zu erméglichen oder eine bessere massenspektro-
metrische Empfindlichkeit zu erzielen.

3. Entwicklung und Optimierung der gaschromatographischen Trennung (Vordruck,
Ofentemperaturprogramm, etc.). Die ermittelten Retentionszeiten konnten als
weliteres | dentifizierungskriterium herangezogen werden.

4. Bestimmung des linearen Quantifizierungsbereichs und Ermittlung der Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen jeder einzelnen Substanz.

5. Entwickelung geeigneter Extraktionsverfahren. Optimierung durch Uberpriifung der
Wiederfindungsraten und Reproduzierbarkeit.

6. Erarbeitung eines Aufreinigungsverfahrens, sofern es fur die GC/MS-Analyse not-
wendig war. Das Aufreinigungsverfahren wurde ebenfalls durch Bestimmung von
Wiederfindungsraten auf maogliche Verluste Uberprift und Reproduzierbarkeits-
untersuchungen unterworfen.
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Zur Methodenentwicklung wurde fir flissige Proben demineralisiertes Wasser oder
sehr gering belastetes Quellwasser as Testmatrix herangezogen. Als Feststoffproben
wurden Sediment- und Klarschlammproben, sowie Schwebstoffproben aus ungerei-
nigtem Abwasser eingesetzt. Bei Dotierung von realen Proben zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate war die schwankende Hintergrundbelastung problematisch.
Besonders bei festen Proben konnten die Schwankungen aufgrund von Inhomo-
genitédten in der Probenmatrix trotz gleicher Probenaufbereitung (z.B. Pulverisierung)
nicht vollstandig eliminiert werden. Vor allem bei Sedimentproben, die durch Alterung
erhebliche Unterschiede in ihrer Strukturzusammensetzung aufweisen (EinschlUsse,
schwankende Gehalte an organischer Matrix) ist die Extraktion mit weiteren Unsicher-
heiten verbunden. Die absolute Ausbeute 1803t sich im Prinzip nicht mit vollstandiger
Sicherheit bestimmen. Nach Kooke et al. (1981) kann oftmals nur durch Vergleich
verschiedener Extraktionsmethoden das beste V erfahren ermittelt werden.

Die Aufreinigungsschritte wurden zuerst an dotiertem Losungsmittel auf Wieder-
findung und Reproduzierbarkeit erprobt. Anschlieffend wurde die Reinigung an einem
realen Extrakt Uberprift. Bel Feststoffproben musste allerdings immer ein Matrixeffekt
berticksichtigt werden, der sich aufgrund des hohen Anteils an organischen Stoffen auf
das Trennverhalten auswirken kdnnte. Folglich musste damit gerechnet werden, dass
sich jede dieser Proben bei der Trennung unterschiedlich verhadlt. Auf die Problematik
wird in den einzelnen Kapiteln ndher eingegangen.

Neben der Bestimmung der Wiederfindungsraten und deren Reproduzierbarkeit ist die
Bestimmung von Blindwerten ein wesentlicher Bestandteil der analytischen Qualitéts-
kontrolle. Wahrend der Methodenentwicklung und bei der Messung realer Proben
wurde der Blindwert standig bestimmt und tGberprift.
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4 Phenolische Xenoestrogene

Die neun phenolischen Xenoestrogene weisen als gemeinsames Strukturmerkmal
mindestens eine phenolische Gruppe auf. Darlber hinaus bilden sie eine eher
strukturell heterogene Verbindungsklasse. Abb. 3 stellt die strukturelle Vielfalt der
neun phenolischen Xenoestrogene in einer Ubersicht dar.

OH OH CH3

T C(CHg):CoHny Bisphenol A
4-Nonylphenol 4-tert-Octyl phenol
OCH3

3—tert-ButyI -4- hydroxyanl sol 2-tert-Butyl-4-methylphenol 2-Hydroxybiphenyl

OH OH
CH
OH
cl Cl

4-Hydroxybiphenyl 4-Chlor-3-methylphenol 4-Chlor-2-methyl phenol

Abb. 3: Ubersicht tber die strukturelle Vielfalt der neun phenolischen Xeno-
estrogene.

Diese Verbindungen umfassen in para-Stellung akylierte Phenole (4-Nonylphenol und
4-tert-Octylphenol), einfach hydroxylierte Biphenyle (4-Hydroxybiphenyl und 2-
Hydroxybiphenyl), zwel p-Chlorkresole, das Diphenylmethanderivat Bisphenol A, das
butylierte p-Hydroxyanisol und ein in ortho- und para-Position alkyliertes Phenol (2-
tert-Butyl-4-methylphenol). Diese strukturelle Variation liefd bereits im Vorfeld der
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M ethodenentwicklung grofdere Unterschiede bei der Polaritdt vermuten. Die einzelnen
Substanzen konnten sich z.B. hinsichtlich der Adsorptionsstérke auf Sorbentien oder
beim Ausschitteln in wassrige NaOH-L6sung unterschiedlich verhalten. Dadurch
konnten sich Schwierigkeiten bel der Entwicklung einer gemeinsamen Aufreinigung
ergeben.

41 HRGC/LRMS

Zur Analytik von leicht fltichtigen Verbindungen wie Phenolen eignet sich die GC/MS
in besonderem Mal3. Die phenolischen Xenoestrogene weisen einen relativ hohen
Dampfdruck auf und konnten folglich underivatisiert unter den Ublichen gas
chromatographischen Bedingungen im Inlet verdampft und auf der S&ule getrennt
werden. In der Literatur ist der Einsatz dieser Geratekombination im groféen Umfang
zum Nachweis der einzelnen zu untersuchenden phenolischen Xenoestrogene
beschrieben: p-Nonylphenol (Giger et al. 1981, Stephanou und Giger 1982, Wahlberg
et al. 1990, Jobst 1995, De Voogt et a. 1997, Bennie et al. 1997, Bennett und Metcalfe
1997), 4-tert-Octylphenol (Bennie et a. 1997, Bennett und Metcalfe 1997), Bisphenol
A (Masumoto et al. 1977, Hendriks et al. 1994, Del Olmo M. et a. 1997, Biles et al.
1997, Yamamoto und Yasuhara 1999), p-Chlorkresole (Bao et al. 1996, Heberer und
Stan 1997, Ternes et al. 1998), 2-Hydroxybiphenyl (Heberer und Stan 1997, Ternes et
a. 1998) und 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol (Baily et al. 1981). Aufgrund der hohen
Selektivitdt und Empfindlichkeit wird die GC/MS-Kopplung in der organischen
Spurenanalytik immer mehr zur dominierenden Identifizierungs- und Bestimmungs-
methode. Die Analytik der Alkylphenolpolyethoxylate und Alkylphenole, die in den
achtziger Jahren ihren Anfang nahm, wird zunehmend mittels GC/MS durchgefiihrt
(Thiele et al. 1997). Diese Substanzklasse wurde haufig durch High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) getrennt und durch Fluoreszenz (FD)- oder UV-
Spektrometrie detektiert (Ahel und Giger 1985a, Ahel und Giger 1985b, Marcomini
und Giger 1987, Scullion et al. 1996, Kreisselmeier und Dirbeck 1997). Fur diese
Substanzklasse und die anderen phenolischen Xenoestrogene sind in der Literatur
neben HPLC/FD (Verhagen et a. 1987, Verhagen und Kleinjans 1989) noch andere
ldentifizierungs- und Bestimmungsmethoden beschrieben, wie z.B. PBLC/MS
(Particle Beam Liquid Chromatography/Mass Spectrometry), GC/FID (Gas
chromatography/ Flame lonisation Detection), COC-GC/MS (Cool On Column-
GC/MS), LC/EC (Liquid Chromatography/Electrochemistry): Clark et al. (1992),
Knaak und Sullivan (1966), Markham et al. (1998), Cardellicchio et a. (1997).
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4.1.1 Massenspektrometrische I dentifizierung

Zur massenspektrometrischen Identifizierung wurde von jeder Substanz ein kompl ettes
Massenspektrum (Scan-Modus) aufgenommen. Hierzu wurden die einzelnen Sub-
stanzen mit einer Konzentration von 100 pg/ml (1 pl Injektionsvolumen) injiziert.
Charakteristische Mol ekiil- und Fragmentionen mit definierter Masse (m/z) wurden zur
guantitativen Analytik im SIM-Modus herangezogen.

Tab. 3: Registrierte m/z-Werte von phenolischen Xenoestrogenen. M/z-Werte von
Molekilion und charakteristischen Fragmentionen sind jewells angegeben.
Dasintensivste lon (100 %) ist fett gekennzeichnet.

Substanz m/z m/z
Molekilion charakteristische lonen

4-tert-Octylphenol (4tOP) 206 135,107
4-Nonylphenol (4NP) 220 149, 135*, 121, 107
Bisphenol A (BPA) 228 213, 228
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol (3tB4OHA) 180 165, 137
2-tert-Butyl-4-methylphenol (2tB4MP) 164 149, 121
4-Hydroxybiphenyl (4OHBIP) 170 170, 154
2-Hydroxybiphenyl (20HBIP) 170 170, 154
4-Chlor-3-methylphenol (4CI3MP) 142, 144 142, 144
4-Chlor-2-methylphenol (4CI2MP) 142, 144 142, 144

*vgl. Kapitel 1111 4.1.4

Von den im Massenspektrometer erzeugten charakteristischen lonen (vgl. Tab. 3) ist
bei beiden Hydroxybiphenylen und beiden p-Chlorkresolen jeweils das Molekilion
(M*-lon) das intensivste lon. Molekillionen zeigen direkt das Molekulargewicht der
untersuchten Verbindung an und eignen sich somit mit hoher Spezifitét zu deren
Identifikation (Seibl 1970) und Quantifizierung. Chlorierte Verbindungen weisen
aufgrund des natiirlichen Isotopenverhdltnisses von **Cl und *Cl (3:1) charak-
teristische | sotopenverteilungsmuster auf. Bei einfach chlorierten Verbindungen wie 4-
Chlor-2-methylphenol und 4-Chlor-3-methylphenol traten somit neben dem M*-lon
auch das (M+2)"-lon mit einer Intensitét von 33 % auf. Dieses Intensitatsverhdtnis
konnte wahrend der quantitativen Analytik neben der Retentionszeit zur eindeutigen
| dentifizierung herangezogen werden.
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Abb. 4: Massenspektometrisch erzeugte intensivste Fragmentionen einzelner
phenolischer Xenoestrogene

Die anderen Verbindungen, insbesondere die p-Alkylphenole, 4-tert-Octylphenol und
4-Nonylphenol, weisen eine starke Fragmentierung auf, sodass das M*-lon nicht zur
quantitativen Analytik im SIM-Modus geeignet war. Ihr Nachweis im ppt-Bereich
(ng/l bzw. pg/kg) wéare aufgrund mangelnder Empfindlichkeit unmdglich. Fir die
Detektion im SIM-Modus wurde das intensivste Fragmention (100 %) zur Quanti-
fizierung gewéhlt und ein weiteres intensives Fragmention zur Absicherung der Identi-
fikation eingesetzt (vgl. Tab. 3). Auf die Problematik bei der Auswahl eines geeigneten
Fragmentions fur 4-Nonylphenol, das in der Tab. 3 mit * markiert ist, wird unter 111.1
4.1.4 detailliert eingegangen.

Die charakteristischen Zerfallsprodukte (100 % Intensitét) der einzelnen Verbindungen
sind in Abb. 4 wiedergegeben. Aus den entstandenen Fragmentionen wird deutlich,
dass die Zerfallsreaktionen den bekannten Gesetzmaldigkeiten von Kationen und Radi-
kalen folgen und es folglich bevorzugt zu einer Spaltung an tertigren C-Atomen in
Alkylketten kommt.

4.1.2 Derivatisierung

Eine Derivatisierung der phenolischen Xenoestrogene war fur die GC/MS-Bestim-
mung prinzipiell nicht notwendig (vgl. 111.1 4.1.1). Durch Derivatisierung konnte aber
eine effektivere gaschromatographische Trennung und eine sensitivere massen-
spektrometrische Detektion erreicht werden. Chalaux et al. (1994) und Lee und Peart
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(1995) beschreiben einen sensitiveren und selektiveren GC/SIM-MS-Nachwels von 4-
Nonylphenol in derivatisierter Form.

Phenole kdnnen auf verschiedenste Welise derivatisiert werden. Neben der gangigsten
in der GC/MS-Analytik eingesetzten Derivatisierungsmethode, der Acetylierung
(Coutts et al. 1979, Abrahamsson und Xie 1983, Lee et a. 1984b, Tschochner et al.
1989, Passivirta et al. 1990, Owens et a. 1994, Sellstrom und Jansson 1995, Palm und
Lammi 1995, Tavendale et al. 1995, Lee und Peart 1995, Bennett und Metcalfe 1997,
Bennie et al. 1997, Ternes et a. 1998), sind in der Literatur noch weitere Deriva
tisierungsverfahren beschrieben. Phenole kdnnen in Pentafluorbenzoylderivate bzw. -
benzylderivate (Lee et al. 1984a, Wahlberg et al. 1990, Chalaux et al. 1994) und
Silylether (Heberer und Stan 1997, Rudel et a. 1998) umgesetzt werden. Die
Methylierung wurde bisher hauptséchlich bei Alkylphenoxyessigsauren angewendet.
Hierzu kamen verschiedene Reagenzien, wie Diazomethan (Reinhard et al. 1982),
10%ige BFs-LOsung in Methanol (Ahel et a. 1987), 1 N HCI-L6sung in Methanol
(Ahel et al. 1987) oder Methyliodid (Field und Reed 1996) zum Einsatz. Im Arbeits-
kreis von Prof. Hagenmaier wurde bereits erfolgreich das Methylierungsreagenz
Phenyltrimethylammoniumhydroxid (0,1 M methanolische Losung) zur Deriva
tisierung von Chlorphenolen elngesetzt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zum einen wegen ihrer Gangigkeit die
Acetylierung und zum anderen wegen der Erfahrung im Arbeitskreis die Methylierung
mit dem bereits erwahnten Reagenz getestet. Die Acetylierung wurde wie unter V.1
2.6.1.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Methylierung erfolgte lediglich durch simples
Versetzen der Referenzstandard-Losung und spédter des Probenextraktes mit
mindestens dem gleichen Volumen Methylierungsreagenz.

Entscheidend fur die Einflhrung eines Derivatisierungsschrittes zur GC/MS-Analytik
und fUr die Auswahl der geeigneten Methode waren folgende A spekte:

Effektivere gaschromatographische Trennung, vor allem der beiden p-Chlorkresole,
die durch Variation des Ofentemperaturprogramms nicht erreicht werden konnte.

Minimierung von Peak-, Tailing“ z.B. bel Bisphenol A.

Hohere Empfindlichkeit bei der massenspektrometrischen Detektion mit Hinblick
auf tiefere Nachweisgrenzen.

Stabiler linearer Bestimmungsbereich mit niedriger Bestimmungsgrenze
Handling

Beide Derivatisierungsverfahren ergaben eine deutliche Empfindlichkeitssteigerung
und eine effektivere gaschromatographische Trennung, die sich in einer Minimierung
der Peak-Tailings und einer verbesserten Peaktrennung der beiden p-Chlorkresole
auRerte. Die Methylierung stellte die geeignetere Derivatisierungsmethode dar. Ent-
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scheidend war, dass ein wesentlich stabilerer linearer Bestimmungsbereich ermittelt
werden konnte. Die gut reproduzierbare Linearitét aller neun phenolischen Xeno-
estrogene erstreckte sich tber einen weiten Konzentrationsbereich (vgl. 1111 4.2.3).
Das Methylierungsreagenz bestach darlber hinaus durch eine besonders einfache
Handhabung. Im Gegensatz zur Acetylierung, die zwel Ausschittel schritte beinhaltet,
konnte bel der Methylierung praktisch kein Substanzverlust stattfinden.

Die Retentionszeiten sowohl der Methylether als auch der Acetate erhéhten sich bel
der gaschromatographischen Trennung gegeniber denen der freien Phenole. Bei der
massenspektrometrischen Detektion der Methylether und der Acetate ergaben sich
folgende Unterschiede: Die Molekllionen der Methylether erhohten sich um m/z = 14
bzw. um m/z = 28 (Bisphenol A) und die der Acetate um m/z = 42 bzw. um m/z = 82.
Das Molekllion der Acetate wurde nur mit sehr geringer Intensitét registriert, da die
Acetate sofort nach Elektronenstofionisation in die frelen Phenole zerfielen. Die
intensivsten Fragmente der Acetate und der freien Phenole waren sehr dhnlich. Lee
und Peart (1995) beschreiben ebenfalls eine sehr groRe Ahnlichkeit der Massen-
spektren bzw. der intensivsten Fragmente des 4-Nonylphenolacetats und des freien
Phenols. Methylether stellen im Gegensatz zu Acetaten sehr stabile Verbindungen dar.
Die Alkylphenol-, Bisphenol A-, 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol- und 2-tert-Butyl-4-
methylphenolmethylether fragmentierten also zuerst an den Alkylseitenketten. Fir ihre
charakteristischen Fragmente ergab sich eine Massenerhéhung um m/z = 14 bzw. 28.
Die Stabilitdt der Methylether wurde auch bei den Hydroxybiphenylen und den p-
Chlorkresolen deutlich, ihre Molekllionen waren wie die der freien Phenole am
intensivsten. Nach Abspaltung der phenolischen Methylgruppe dieser Verbindungen
entstanden weitere charakteristische Fragmentionen (M - 14)". Zur Detektion der
Hydroxybiphenyle im SIM-Modus wurden neben den Molekiilionen diese (M - 14)*-
Fragmente aufgenommen. Die Responsefaktoren der (M - 14)*-Fragmente waren uiber
den ermittelten linearen Bestimmungsbereich konstanter als die der Molekilionen
(geringere Standardabweichungen bei der Qualitétskontrolle, vgl. 1.1 4.2.3).
Aufgrund dieser kleinen Besonderheit erfolgte die Quantifizierung der Hydroxy-
biphenyle tiber das Fragmention (M - 14)" und nicht wie bei allen anderen Substanzen
Uber das intensivste lon. In Tab. 4 (s. unter 11l1.1 4.1.3) sind die Molekil- und
Fragmentionen, die zur quantitativen Anaytik im SIM-Modus detektiert wurden,
zusammengefasst.

Die Methylierung wurde ohne Temperaturbehandlung durchgefihrt. In drei unab-
hangigen Experimenten wurde die Linearitét innerhalb des Quantifizierungsbereiches
vor und nach einer Temperaturbehandlung bei 50 °C (10 min) miteinander verglichen.
Nach der Temperaturbehandlung konnte keine verbesserte Linearitdt der Response-
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faktoren festgestellt werden, vielmehr waren die Standardabweichungen der Response-
faktoren grof3er als vor der Temperaturbehandiung (vgl. I11.1 4.2.3).

4.1.3 Gaschromatographische Trennung

Die gaschromatographische Trennung der neun phenolischen Xenoestrogene und des
internen Quantifizierungsstandards erfolgte nach den unter 1X.I 2.6.2 beschriebenen
Bedingungen. Aufgrund unterschiedlicher Polaritdten und Dampfdriicke der einzelnen
Substanzen wurde ihre Auftrennung temperaturprogrammiert durchgefthrt. Durch die
optimierte temperaturprogrammierte Trennung bei konstantem Heliumfluss ergab sich
fur eine GC/MS-Analyse eine Gesamtlaufzeit von 24,29 min Diese kurze Analysenzeit
ermoglichte einen hohen Durchsatz an Proben.

Die Substanzen wurden Uber eine heil3e splitlose Injektionstechnik auf die Saule auf-
gebracht. Der Injektionsheizblock wurde ebenfalls temperaturprogrammiert betrieben.
Dadurch sollten Memory-Effekte aufgrund unvollstandig verdampfter Substanzen
minimiert werden. Allgemein liegt der Vorteill der Splitless-Injektion darin, dass
schwerflichtige Verunreinigungen des Probenextraktes die Saule nicht belasten und im
Inlet verbleilben. Dadurch kann die Lebensdauer der Sdule verlangert werden.
Nachtelle dieser Injektionsart fur die quantitative Analytik kdnnen Diskriminierungen
hoher siedender Substanzen und Artefaktbildung bzw. Polymerabbau (Markham et al.
1998) sein. Diskriminierungen hoher siedender Substanzen spielten bel der gemein-
samen Analytik der neun phenolischen Xenoestrogene keine Rolle, da zum einen alle
neun Verbindungen niedere Siedepunkte aufwiesen und zum anderen ihre Response-
faktoren extern ermittelt wurden. Markham et al. (1998) berichteten bei der Analytik
von Bisphenol A, dass es bel der heil3en Splitless-Injektionstechnik zum Abbau von
Polymeren zum freien Bisphenol A kommt. Dies konnte zu verfél schten Ergebnissen
fuhren, wenn lediglich das freie Bisphenol A in der Probe bestimmt werden sollte.
Allerdings wurden die Abbaureaktionen bei einer Injektionstemperatur von 310 °C
beobachtet, wahrend die Temperatur im Injektionsblock bei dieser Arbeit nur 240 °C
betrug.

Das Totalionenchromatogramm (TIC) eines methylierten Arbeitsstandards nach
Zugabe des Quantifizierungsstandards zeigt die Elutionsfolge der einzelnen pheno-
lischen Xenoestrogene bei ihrer gaschromatographischen Trennung (vgl. Abb. 5). Die
Peaks sind den einzelnen Komponenten (vgl. Nummerierung in Tab. 4) und dem
internen Quantifizierungsstandard zugeordnet.
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Abb. 5: TIC der methylierten phenolischen Xenoestrogene und des internen
Standards Biphenyl (SIM-Modus).

Die Elutionsfolge auf der unpolaren DB XLB-Saule wurde durch die Polaritdt der
einzelnen Substanzen bestimmt: Nach ca. 5 min eluierten bereits die beiden Chlor-
phenole, die durch para-substituiertes Chlor einen ausgeprégten negativen Induktions-
effekt aufweisen und somit ihre Ladung stark polarisieren. Die beiden Isomere, die
sich nur in der Position ihrer Methylsubstitution (ortho bzw. meta) unterscheiden,
eluierten direkt nacheinander. Die Auflésung der beiden Peaks ist deutlich besser als
»brauchbar aufgelost* (Seibl 1970). Der Intensitétenbeitrag des Peaks von 4-Chlor-2-
methylphenol zum Peak von 4-Chlor-3-methylphenol betrug nicht mehr als 20 %. Die
Methylether der anderen phenolischen Xenoestrogene eluierten nach und nach mit
Zunahme des lipophilen Strukturanteils (vgl. Abb. 5 und Tab. 4). Im Gegensatz zu den
Chlorphenol-Isomeren wurden die Isomere der beiden Hydroxybiphenyle in einem
Abstand von ca. 2 min detektiert.

In Tab. 4 sind die Retentionszeiten, die von Messung zu Messung in Abhéngigkeit von
der exakten Saulenlange und der einzelnen Probe variierten, aufgefihrt. Die Tabelle
wird durch Angabe der im SIM-Modus in zwei Zeitfenstern registrierten Molekil- und
Fragmentionen vervollstandigt.
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Tab. 4: Auflistung der phenolischen Xenoestrogene nach steigender Retentions-
zeit. Das Molekulion der Methylether und die im SIM-Modus in 2
Zeitfenstern registrierten charakteristischen lonen sind angegeben. Das
Quantifizierungsion, das mit Ausnahme von 2- bzw. 4-Hydroxybiphenyl
(val. Text 111.1 4.1.2) dasintensivste lon ist, ist fett gekennzeichnet.

Zeitfen-  Substanz Retentions- Molekdl- registrierte
ster (SIM- zeit ion lonen
Modus) [min] m/z m/z
1 (1) 4-Chlor-2-methylphenol 5,50 142, 144 142,144
(2) 4-Chlor-3-methylphenol 5,56 142, 144 142,144
(3) 2-tert-Butyl-4-methylphenol 6,48 178 163, 135
(4) 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 9,10 194 179, 151
2 (5) 4-tert-Octylphenol 11,21 220 149, 121
(6) 2-Hydroxybipheny! 11,71 184 184, 169, 168
(7) 4-Nonylphenol* 12,86/13,67 234 149, 121
(8) 4-Hydroxybipheny!l 13,57 184 184, 169, 168
(9) Bisphenol A 18,64 256 256, 241,

*4-Nonylphenol-1somere: Retentionszeiten von Peak 2 und 10.

Das TIC und die Retentionszeiten (vgl. Abb. 5 und Tab. 4) zeigen deutlich, dass die 4-
Nonylphenol-lsomere und 2-Hydroxybiphenyl zur gleichen Zeit eluierten. Bei der
massenspektrometrischen Detektion im SIM-Modus kam es bei keiner der Massen-
spuren zu einer Uberlagerung der registrierten lonen. Demnach war eine fehlerfreie
Quantifizierung maoglich.

4.1.4 4-Nonylphenol

Technisches 4-Nonylphenol besteht aus einem Gemisch an p-Isomeren mit
verschiedenen Verzweigungen an der Nonylseitenkette. Folglich zeigte sich im TIC
des Scan-Laufes sowohl der underivatisierten as auch der methylierten Referenz-
substanz (technisches Gemisch mit 85 % p-Isomeren) ein komplexes Muster
verschiedener Peaks. Abb. 6 zeigt das TIC der methylierten Substanz. Unter den
bereits genannten gaschromatographischen Bedingungen konnten auf der 15 m DB
XLB-Saule 12 Peaks aufgel 6st werden.
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Abb. 6: TIC (Scan-Modus) des methylierten 4-Nonylphenols. Die
einzelnen getrennten Isomere sind nummeriert.

Gunther et a. (Publikation in Vorbereitung) verwendeten Normalphasen-HPLC
offline-gekoppelt an GC/SIM-MS zur Bestimmung von 4-Nonylphenol im Ultra-
spurenbereich in biologischen Proben und konnten auf diese Weise 16 Peaks trennen.
Wheedler et a. (1997) konnten mittels HRGC/EI-MS auf einer 100 m Kapillarséaule
(Petrocol DH, 100 m x 0,25 mm, 0,5 pum Filmdicke) sogar 22 Peaks trennen.
Ublicherweise kénnen nach Wheeler et al. (1997) in der Routine-Gaschromatographie
8 bis 12 Peaks getrennt werden.

Die Massenspektren der Methylderivate der einzelnen Isomere zeigten unterschied-
liche Fragmentierungen, die auf die verschiedenen Verzweigungen in der Nonylseiten-
kette zurtickzuf Uhren sind. Die einzelnen Peaks wiesen jeweils das gleiche Molekilion
von m/z = 234 auf. Wenn man die einzelnen Massenspekiren genauer betrachtet,
kénnen die Isomere des p-Nonylphenols in Gruppen eingeteilt werden (vgl. Abb. 7).
Die Massenspektren von Peak 1 und 3 konnen keiner der in Abb. 7 aufgefihrten
Gruppe zugeteilt werden. Die durch Abspaltung entstandenen Massenfragmente
kénnen Hinweise auf die Strukturen in der Alkylseitenkette der einzelnen Isomere
geben. Die Massenspektren der Peaks 2, 6, 10 und 12 (Abb. 7 A) zeigten ein nahezu
identisches Massenspektrum mit einem deutlichen Basispeak m/z = 149, der auf eine
a,a-Dimethyl-Struktur hinweist. Die in Abb. 7 C zusammengefassten |somere deuten
auf eine a-Methyl-Struktur und die in Abb. 7 D zusammengefassten |somere auf eine
a-Methyl-B-methyl-Struktur hin. Abbildungen der Massenspektren von Peak 1 und 3
sind nicht aufgefuhrt. Peak 3 mit einem Basispeak von m/z = 163 und charakteris-
tischen Fragmentionen m/z = 121, 135, 205 |a3t eine a-Methyl-a-ethyl-Struktur
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vermuten. Das Massenspektrum von Peak 1 mit Fragmenten m/z = 135 (Basispeak),
121, 177, 191 deutet auf eine a-Methyl-a-propyl-Struktur in der Alkylseitenkette. Den
Isomeren Peak 4 und 5 konnte auch nach Vergleich mit bereits publizierten Massen-
spektren der freien und acetylierten Isomere (Bhatt et al. 1992, Lee und Peart 1995,
Weehler et al. 1997) keine eindeutige Stuktur zugewiesen werden. Die Uberlagerung
einzelner Isomere durch eine unvollstandige gaschromatographische Trennung kann
sich auch in den Massenspektren zeigen und die Strukturzuordnung erschweren.
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Abb. 7: Massenspektiren der Methylether verschiedener 4-Nonylphenol-1somere.
(A) Massenspektrum von Peak 2 (Peak 6, 10 und 12 ergaben sehr dhnliche
Massenspektren) (B) Massenspektrum von Peak 4 (&hnliches Massen-
gpektrum von Peak 5). (C) Massenspektrum von Peak 7 (@hnliches
Massenspektrum von Peak 9). (D) Massenspektrum von Peak 8 (sehr
ahnliches Spektrum ergab Peak 11).

Eine Gruppeneinteilung der getrennten Isomere wurde bereits von Lee und Peart
(1995) fir die 4-Nonylphenolacetylderivate und von Weehler et al. (1997) fir das freie
4-Nonylphenol vorgenommen. Vergleicht man die den einzelnen Isomeren zugeord-
neten Massenspektren, so ist festzustellen, dass sich die Reihenfolgen der Methyl- und
Acetylderivate bzw. der freien Phenole teilweise unterscheiden. Die unterschiedlichen
Saulen bzw. Saulenldngen, die zur gaschromatographischen Trennung der Isomere
eingesetzt wurden, und der Vergleich der beiden derivatisierten und der freien Formen,
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sind fur die unterschiedlichen Elutionsfolgen der p-Nonylphenol-Isomere verant-
wortlich.

Die vollsténdige Identifizierung der einzelnen p-Nonylphenol-Isomere ist bisher noch
nicht moglich, da die reinen Standardsubstanzen gegenwartig nicht verfiigbar sind
(Thiele et al. 1997). Bhatt et al. (1992) charakterisierten nach Messung mit GC/FTIR
Fourier Transform Infrared Spectrometry) und Vergleich mit einer Spektrenbibliothek
14 Isomere. Zur einfachen und zuverldssigen Quantifizierung von 4-Nonylphenol
erfolgte die Bestimmung der Summe aller Isomere im Rahmen dieser Arbeit durch
Vergleich der Peakhthe von zwei Hauptpeaks im technischen Gemisch (Bolz et al.
1999, Bolz et a. 2000). Folgt man der nummerischen Ordnung von 16 getrennten
Peaks von Thiele et al. 1997, wurde Uber Peak 3 und Peak 15 mit m/z = 149, aqui-
valent zu m/z = 135 des underivatisierten 4-Nonylphenol, quantifiziert. In Abb. 6 sind
die beiden zur Quantifizierung betrachteten Peaks den Isomeren 2 und 10 zuzuordnen
(vgl. auch Abb. 8).

Abb. 8 zeigt charakteristische Massenspuren des methylierten 4-Nonylphenols. Die
Massenspur m/z = 149 wurde aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit zur Quantifizie-
rung ausgewahlt. Wheeler et al. (1997) berechneten die prozentuale Verteilung fir die
einzelnen Strukturtypen der Alkylseitenketten des p-Nonylphenol. Die 4-Nonylphenol-
Isomere mit einer a,a-Dimethyl-Struktur, die als Methylether das Basison m/z = 149
zeigen, wurden mit 48,6 % als haufigster Strukturtyp ermittelt. Die in Abb. 8
detektierten Intensitéten der einzelnen Massenspuren bestétigen die von Weehler et al.
(1997) ermittelte Verteilung.

In der Literatur wurde die GC/MS-Bestimmung von 4-Nonylphenol hauptsachlich
durch Integration der Peakflachen Uber den entsprechenden Retentionszeitbereich des
Referenzstandards durchgefiihrt (Stephanou und Giger 1982, Lee und Peart 1995,
Rudel et al. 1998, Bennett und Metcalf 1998). Die Quantifizierung Uber einzelne
getrennte Peaks, wie in dieser Arbeit, reduziert das Risiko, koeluierende Substanzen
mitzubestimmen. Abb. 9 zeigt die m/z = 149-Spur einer Klaranlagenzulaufprobe im
Vergleich zu der des Referenzstandards des techn. 4-Nonylphenols. Durch Integration
Uber den Retentionsbereich von 12,44 bis 13,36 min wirde der markierte unbekannte
Peak mit in die Quantifizierung einbezogen werden. Dies wirde die Konzentration
falschlicherweise um Uber 140 % erhohen.
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Abb. 8: Charakteristische  Massenspuren  von
methyliertem 4-Nonylphenol im Scan-

M odus aufgenommen.
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Abb. 9: Vergleich der SIM-Spur m/z = 149 einer Klaranlagenzulauf-
probe (A) und des Referenzstandards techn. 4-Nonylphenol (B).



%WWW Il Ergebnisse und Diskussion

4.2 Linearitat, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

4.2.1 Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgte, wie bereits unter 111.I 2.3 erwdhnt, aufgrund fehlender
isotopenmarkierter Standards Uber eine interne Quantifizierung unter externer Bestim-
mung der Responsefaktoren. Sowohl den ReferenzstandardlGsungen und den Proben-
extrakten wurde die interne Standardsubstanz zugesetzt (vgl. IV 1V.l 2.6.1.1). Bei der
Quantifizierung wurden die Peakhthen der intensivsten Molekil- und Fragmentionen
der phenolischen Xenoestrogene (vgl. I11 111.I 4.1.3 Tab. 4) auf die Peakhthe des
Molekilions des internen Standards bezogen. Diese Vorgehensweise kommt einem
Abgleich auf diese Substanz gleich. Dadurch wurden Empfindlichkeitsschwankungen
innerhalb verschiedener GC/MS-Léufe ausgeglichen bzw. herausgerechnet. Die
Schwankungen traten oftmals bereits innerhalb elner Messsequenz auf.

Wichtig beim Zusatz des internen Standards war, dass jeder Probe exakt die gleiche
Menge zugesetzt wurde. Wahrend der Methodenentwicklung wurde festgestellt, dass
nur eine der beiden ,Konzentrationsvariablen® variiert werden konnte. Wurde mit
abnehmender Konzentration ebenfalls in gleichem Mal3 die Konzentration des internen
Standards reduziert, ergaben sich bei der Berechnung der Responsefaktoren Uber den
Konzentrationsbereich grof3e Abweichungen.

Die genaue rechnerische Vorgehensweise bei der Quantifizierung ist detailliert unter
V.l 2.6.3 beschrieben. Hierbei sei nochmals auf die intensive Qualitétskontrolle bei
der Responsefaktorbestimmung hingewiesen, die bel jeder Probensequenz durch-
gefuhrt wurde. Der Responsefaktor wurde nicht aus einer einzigen Referenzstandard-
verdinnung berechnet, sondern aus dem Mittelwert der fUnf Arbeitsstandards 1:10 bis
1:5000. Die Linearité wurde durch Berechnung der zugehdrigen Standardabweichung
verifiziert.

422 Interner Standard

Biphenyl wurde als interner Standard zur Quantifizierung aufgrund seines dhnlichen
gaschromatographischen Trennverhaltens mit einer Retentionszeit zwischen 7 und 7,5
min ausgewahlt. Die Detektion eines intensiven Peaks des Molekilions nach
Elektronenstoldionisierung ermoglichte die problemlose Quantifizierung der neun
phenolischen Xenoestrogene. Aufgrund der fehlenden phenolischen Hydroxylgruppe
war bei der Methylierung keine chemische Reaktion zu erwarten.

Da Biphenyl als Fungizid und Insektizid (Wilke 1997) eingesetzt wird, ist mit einem
Vorkommen in der aguatischen Umwelt zu rechnen. Um eine richtige Analyse von
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realen Proben zu garantieren, musste die Abwesenheit dieser Verbindung in der Probe
Uberpruft werden. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde deshalb bei der Analytik
von realen Proben auf D1o-Biphenyl ausgewichen.

Im SIM-Modus wurde fur Biphenyl m/z = 154 zur Quantifizierung und zur
Bestétigung m/z = 152 detektiert. Bel Dqo-Biphenyl erhthten sich die Massen um
jeweils m/z = 10.

4.2.3 Quantifizierungsbereich, Bestimmungs- und Nachweisgrenzen

Der lineare Bereich, innerhalb dessen die Quantifizierung fehlerfrel erfolgen konnte,
sowie die dazugehorigen Bestimmungs- und Nachweisgrenzen wurden fir jede Kom-
ponente der neun phenolischen Xenoestrogene separat ermittelt. In der Analytik wird
Ublicherweise die Nachweisgrenze Uber das Signal/Rausch-Verhdtnis von 3:1
bestimmt. Auf dieselbe Art und Weise wurde in dieser Arbeit vorgegangen. In der
Regel reprasentieren die Bestimmungsgrenzen ein Signal/Rausch-Verhdltnis von 6:1.
In dieser Arbeit wurden die Bestimmungsgrenzen jedoch experimentell durch Analytik
der Arbeitsstandards 1:10 bis 1:10000 (5 ng - 5 pg absolut) und der daraus berechneten
individuellen Responsefaktoren ermittelt. Die in Tab. 5 angegebenen instrumentellen
Nachweis- und unteren Bestimmungsgrenzen sind in absoluter (Injektions-)menge
angegeben.

Die absoluten Nachweisgrenzen lagen bei 5 pg und darunter. Die unteren
Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 5 und 20 pg. Neben dem analysierten Injektions-
volumen, das generell bei dieser Arbeit bel 1 pl lag (vgl. 111.1 2.2), ist die Empfind-
lichkeit auf messtechnischer Seite ausschlaggebend fir die Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze. Deshalb wurde vor jeder Sequenz der Zustand des Gerétes und die
Trennleistung der Saule Uberprift. Sofern die Empfindlichkeit des Detektors nachlief3,
wurde die lonenquelle des MSD gereinigt oder Verschleifteile (z.B. Filamente)
ausgetauscht. Bei nachlassender Trennleistung konnte es hilfreich sein, inletseitig ca
20 cm der Saule abzuschneiden.

Der lineare Quantifizierungsbereich wurde Uber die Responsefaktoren ermittelt, die
aus der Messung der Referenzstandards (absoluter Konzentrationsbereich zwischen 5
pg und 5 ng) resultierten. Der Responsefaktor einer Substanz ist idealerweise innerhalb
des linearen Bestimmungsbereiches konstant. In dieser Arbeit wurden relative
Standardabweichungen der Mittelwerts-Responsefaktoren bis zu 30 % akzeptiert. Be
Dreifachbestimmung der einzelnen Konzentrationen sanken die relativen Standardab-
weichungen sogar unter 15 %. Der ermittelte lineare Quantifizierungsbereich lag fur
die neun phenolischen Xenoestrogene innerhalb von 5 pg bis 5 ng. Zur graphischen
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Darstellung der Linearitéat wurden die gemessenen Abundanzen der Peaks auf die des
internen Standards abgeglichen und gegen die absolute Konzentration aufgetragen. Es
wurde eine doppeltlogarithmische Skalierung gewdahlt, um den gesamten Quantifi-
zierungsbereich Ubersichtlich in einer Graphik darzustellen. In Abb. 10 ist die
Linearitdt Uber den Konzentrationsbereich von 10 pg bis 5 ng dargestellt, der tblicher-
weise in dieser Arbeit bei der Analyse von realen Proben durch Vermessen der
Arbeitsreferenzstandardldsungen von 1:10 bis 1:5000 erhalten wurde. Die relativen
Standardabweichungen der Responsefaktoren lagen bel dieser Messung fur alle neun
Komponenten unter 18 %. Die Qualitét der Kalibrierung konnte zusétzlich tber die
Korrelationskoeffizienten aus der Kalibriergeraden ermittelt werden. In Tab. 5 sind die
Korrelationskoeffizienten aufgefihrt, die zwischen 0,9995 und 1 lagen.

Tab. 5: Die instrumentelle Nachwels- und untere Bestimmungsgrenze der neun
phenolischen Xenoestrogene sowie die Korrelationskoeffizienten aus den
Kalibriergeraden der Abb. 10.

Substanz Nachweis- untere Korrelations-
grenze Bestimmungsgrenze koeffizient
[pg absolut] [pg absolut] R?
4-tert-Octyl phenol <45 9.1 1
4-Nonylphenol* 51 10.2 0,9999/1
Bisphenol A <47 20.4 1
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 4.7 94 1
2-tert-Butyl-4-methylphenol 4.7 94 1
4-Hydroxybiphenyl <4.6 9.3 1
2-Hydroxybiphenyl <47 9.5 0,9995
4-Chlor-3-methylphenol <50 5.0 1
4-Chlor-2-methylphenol <52 5.2 0,9999

*4-Nonylphenol-1somere Giber Peak 2 und 10 ermittelt.
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4.3 Wassrige Proben
431 Extraktionstechniken

Die Extraktionstechniken, die im Rahmen der Methodenentwicklung zur Bestimmung
der phenolischen Xenoestrogene in wassrigen Proben getestet wurden, basieren auf
dem FlUssig-flissig- und dem Flussig-fest-Vertellungsprinzip (vgl. Il1.I 2.1). Als
Testmatrix wurde demineralisiertes Wasser verwendet, das mit den phenolischen
Komponenten dotiert wurde.

Flussig-flissig-Extraktion

Die beiden Flussig-fltssig-Extraktionstechniken, Ausschiitteln im Scheidetrichter und
Mikroseparation, wurden in Anlehnung an verschiedene Verfahren zur Extraktion von
einwertigen Phenolen bzw. Chlorphenolen (DEV 1996, DIN 1990, DIN 1997,
Tschochner et al. 1989, Brunner 1990) wie unter 1X.I 2.4.1 beschrieben, konzipiert.
Vorteill des Mikroseparationsverfahrens im Vergleich zum Ausschitteln war, dass
geringe Losungsmittelmengen bendtigt wurden (5 bis 10 ml) und somit Arbeitsschritte
wie mehrfaches Umflllen oder Einengen im Rotationsverdampfer wegfielen. Aller-
dings war bel der Mikroseparation entscheidend, dass das Extraktionsmittel auch bel
einem geringen Volumen von 5 ml nicht mit 1 | Wasser mischbar sein sollte. Diese
Forderung grenzte die Auswahl des Extraktionsmittels und somit den Polaritétsbereich
stark ein. Es wurden verschiedene Extraktionsmittel, unter anderem n-Heptan, eine
Mischung aus n-Heptan und Dichlormethan (1:1), Cyclohexan und eine Mischung aus
Toluol und Cyclohexan (1:1) getestet. Die Extraktion mit Toluol und Cyclohexan im
Vehdltnis 1.1 erbrachte die besten Ergebnisse, allerdings waren die Wiederfindungs-
raten nicht fir alle neun Substanzen befriedigend.

Das Ausschitteln im Schitteltrichter mit anschlief3ender Acetylierung wurde aufgrund
des aufwendigen Vorgehens und vor allem wegen mangelnder Reproduzierbarkeit
sowohl der Wiederfindungsraten als auch des linearen Quantifizierungsbereiches der
Acetate (vgl. 111.1 4.1.2) nicht weiter verfolgt.

Flussig-fest-Extraktion (Festphasenextraktion)

Die Flussig-fest-Extraktion, die auch als Festphasenextraktion (engl.: Solid Phase
Extraction (SPE)) bezeichnet wird, stellte eine sehr gute Alternative zur Flissig-
flissig-Extraktion dar. Bei der SPE werden die zu extrahierenden Komponenten auf
speziellen Adsorbentien angereichert und anschlief3end mit einem Ldsungsmittel
eluiert. Durch Auswahl des Adsorbens (Festphasenmaterial) und eines geeigneten
Elutionsmittels ist neben der Extraktion eine Abtrennung von Matrixbestandteilen
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moglich. Eine Vielfalt an chemisch modifizierten Silicaphasen (z.B. Reversed Phase
mit n-Alkyl-, Cyanopropyl-, Phenylgruppen etc.), die zur Extraktion eingesetzt werden
koénnen, decken einen breiten Polaritdtsbereich ab. Weitere Vortelle bietet die SPE
durch einen geringen Ldsungsmittelverbrauch und vor allem durch eine einfache
Handhabung, die die Extraktion von mehreren Proben (acht oder mehr) bei gleichem
Arbeitsaufwand ermoglicht.

Die Festphasenextraktion ist eine sehr gangige Methode zur Anreicherung von
Komponenten im Spurenbereich aus geringen Probenvolumina wie Blutseren, Urin-
proben etc.. Die SPE kommt zunehmend bei der Extraktion der einzelnen phenolischen
Xenoestrogene aus Trink-, Fluss- und Abwasserproben zum Einsatz (Nielsen 1984,
Chladek und Marano 1984, Marcomoni et al. 1987, Ventura et al. 1988, Marcomoni et
a. 1990, Schlett und Pfeifer 1992, Marcomini et a. 1993, Di Corcia et a. 1994,
Blackburn and Waldock 1995, Bao et al. 1996, Heberer und Stan 1997, De Vooqt et al.
1997, Jahr 1998, Ternes et a. 1998). Bisher wurde jedoch kein SPE-Verfahren
beschrieben, mit dem alle neun phenolischen Xenoestrogene gemeinsam angereichert
werden konnten. Ziel bei der Entwicklung eines Festphasenextraktionsverfahrens war,
ausreichende Wiederfindungsraten fur ale neun Substanzen zu erreichen, auf die
Anwendung von chlorierten Lésungsmitteln zu verzichten und die Extraktion einer
sogenannten ,,Vollwasserprobe® zu ermdglichen, d.h. die Schwebstoffe in ener
Wasserprobe sollten vor der Extraktion nicht abgetrennt werden (s. 111.1 4.3.5).

Auswahl des Adsorbens

Eine Styroldivinylbenzol-Copolymer-Festphase (Isolute ENV+, 200 mg) wurde als
Adsorbens getestet. Sie wurde speziell zur Anreicherung von phenolischen Verbin-
dungen entwickelt und zeichnet sich gegeniiber der C18-Phase durch eine hohere
Kapazitat aus. Zum Vergleich wurden die Wiederfindungsraten der phenolischen
Xenoestrogene auch unter Verwendung einer C18-Festphase (Isolute C18, reversed
phase, 1 g) bestimmt. Die C18-Festphase ist die klassische Festphase, die im Allge-
meinen zur Extraktion lipophiler Substanzen aus einem flissigen Medium eingesetzt
wird. Beide Phasen wurden as Fertigprodukte in Polyethylen-Saulen mit einem
Reservoir von 6 ml von International Sorbent Technology Uber die Firma ICT bezogen.
Die Festphasenextraktion von 4-Nonylphenol, 4-Chlor-3-methylphenol, 4-Chlor-2-
methylphenol an C18-Phasen ist mehrfach in der Literatur beschrieben. Dagegen findet
die Styroldivinylbenzol-Copolymer-Festphase erst neuerdings Anwendung (Jahr 1998,
Ternes et al. 1998).

Versuchsaufbau
Die Anreicherung der phenolischen Xenoestrogene erfolgte aus 0,5 bis 1 | einer
wassrigen Probe. Die Probe wurde durch das Festphasenmaterial gesaugt (10 bis 15
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ml/min), indem die Saule Uber einen Teflonschlauch mit der Adsorbex SPU-A pparatur
verbunden war (Abb. 11).

slanisierte
Glaswolle

000 nnnfl

> Vakuum

Adsorbex SPU
Festphasenextraktor

Abb. 11:  Apparativer Aufbau bel der Festphasenextraktion.

Durch diese Versuchsanordung wurde eine kontinuierliche Probenaufgabe gewahr-
leistet und das Trockenlaufen der S&ule vermieden. In Abb. 11 ist auch die silanisierte
Glaswolle dargestellt, die bei stark partikelhaltigen Wasserproben auf das Adsorbens
gepackt wurde. Dadurch wurde ein Verstopfen der Saule verhindert.

Nach dem Trocknen der Festphase im Stickstoffstrom wurde die Saule auf die
Adsorbex SPU-Apparatur aufgesetzt und mit zweimal 2,5 ml Loésungsmittel eluiert.
Als Elutionsmittel wurden Methanol, Aceton und Ethylacetat getestet. Die Wieder-
findungsraten, die bel Anwendung von Aceton und Ethylacetat erzielt wurden, sind in
Tab. 6 aufgelistet.

4.3.2 Wiederfindungsraten

Zur Konzipierung und Optimierung einer Festphasenextraktionsmethode wurden
Wiederfindungsraten unter verschiedenen Bedingungen bestimmt. EsS wurde stets
mindestens eine Dreifachbestimmung durchgefihrt, um parallel die Reproduzierbarkeit
zu Uberprifen: (1) Die Wiederfindungsraten der neun phenolischen Xenoestrogene
wurden unter Verwendung von 200 mg Styroldivinylbenzol-Copolymer (ENV+) nach
Zusatz verschiedener Mengen NaCl zur Probe (je 1 |) und nach Variation des
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Elutionsmittels bestimmt. Ein Aussalzeffekt wurde vermutet, da die Wiederfindung
aus dotiertem Quellwasser (Breitenbach) hoher lag als aus dotiertem demineralisiertem
Wasser. Das Wasser der Breitenbachquelle wies eine spezifische Leitfahigkeit von
5,7x10* S/cm auf. Durch Erhdhung der Leitfahigkeit des demineralisierten Wassers,
konnte die Extraktion wahrscheinlich effizienter sein. Der Zusatz von 5 g NaCl zu 1 |
demineralisiertem Wasser ergab eine Leitfahigkeit von ca. 7,8x10° S/cm und der von
10 g ca. 1,4x10° S/cm. (2) Die beiden ausgewahlten Adsorbentien Isolute ENV+ (200
mg) und Isolute C18,, reversed phase (1 g) wurden unter Verwendung des gleichen
Eluenten miteinander verglichen.

Die Dotierung des demineratisierten Wassers und des Quellwassers mit den neun
phenolischen Xenoestrogenen erfolgte immer im unteren Konzentrationsbereich des
Bestimmungsbereiches der Methode (vgl. 1ll.I 4.3.3) Da es mit abnehmendem
» Spiking-Level® zu irreversiblen Adsorptionen am Adsorbens kommen kann und da-
durch zu einer Verringerung der Wiederfindungsraten, wurde in Vorversuchen eine
hohere Konzentration (1 pg/l) eingesetzt. Die Wiederfindungsraten der phenolischen
Xenoestrogene lagen bei diesem hohen ,, Spiking-Level® mit Ausnahme von 4-tert-
Butyl-4-hydroxyanisol tber 80%. Deshalb wurde die Festphasenextraktionsmethode
im unteren Konzentrationsbereich von 100 ng/l je Komponente auf ihre Qualitét hin
untersucht. Furtman (1993), der die Wiederfindung fir eine Reihe von Phthalaten bei
drei verschiedenen Konzentrationsbereichen (durchschnittlich 6,4 pg/l, 726 ng/l und
185 ng/l) ermittelte, konnte im oberen und mittleren Konzentrationsbereich anndhernd
die gleichen Wiederfindungsraten erzielen, im unteren Bereich stiegen die Standard-
abweichungen jedoch bis 18 % an.

Die Ergebnisse der Wiederfindungsraten der neun phenolischen Xenoestrogene nach
Extraktion von 1 | gespiktem demineralisiertem Wasser auf der ENV +-Festphase und
Elution mit zweimal 2,5 ml Aceton sind in Abb. 12 zusammengefasst.

Mit Ausnahme von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol lagen die Wiederfindungsraten tber
60 %. Durch Zusatz von 5 g NaCl zur Probe vor der Extraktion erhdhten sich die
Wiederfindungsraten auf 80 bis 100 %. Besonders fir 4-Hydroxybiphenyl und 2-tert-
Butyl-4-methylphenol zeigte sich eine deutliche Steigerung. Die Erhdhung der NaCl-
Konzentration auf 10 g pro Liter fihrte wieder zu einer Verringerung der Wieder-
findungsraten, im Falle von Bisphenol A lag sie sogar niedriger as ohne Zusatz von
NaCl. Die Ergebnisse der Wiederfindungsraten nach Variation der NaCl-Konzen-
tration deuteten auf ein Optimum des Salzgehaltes bel 5 g NaCl pro Liter deminera-
lisiertem Wasser hin.
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Abb. 12:  Wiederfindungsraten der neun phenolischen Xenoestrogene nach Extraktion von gespiktem demineralisiertem Wasser
(100 ng je Komponente je Liter) auf 200 mg der ENV +-Festphase. Die Saulen représentieren die Mittelwerte (£ RSD) aus
funf unabhéngigen Extraktionen nach Zusatz unterschiedlicher NaCl-Mengen.
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Demzufolge wurde jede reale Probe Uber die Leitfahigkeit auf ihren Salzgehalt Uber-
pruft und wenn notwendig durch Zugabe von kleinen Portionen NaCl entsprechend
einer Letfahigkeit von 0,5 % NaCl in demineralisiertem Wasser eingestellt. Diese
Probenaufbereitung sollte eine moglichst vollsténdige Extraktion gewéhrleisten. Der
Aussal zeffekt wurde bereits fir verschiedene Phenole detailliert in der Literatur unter-
sucht (Chadlek und Marano 1984, Marcomini et al. 1987, Bao et a. 1996). Der Zusatz
von NaCl zu den wassrigen Proben wurde sowohl bei der Festphasenextraktion als
auch bel der Flissig-fltissig-Extraktion durchgefihrt (Nielsen 1984, Ahel et al. 1987,
Blackburn und Waldock 1995, Heberer und Stan 1997, Yamamoto und Yasuhara
1999).

Fir 4-Nonylphenol sind in Abb. 12 die Wiederfindungsraten der beiden fir die
Quantifizierung verwendeten Isomere aufgefihrt. Es wird deutlich, dass die Wieder-
findungsraten beider |somere nur geringfligig voneinander abweichen.

WEelche der beiden Festphasen ENV+ und C18, letztendlich zur Extraktion von realen
Proben ausgewéhlt wurde, wurde unter zwei Gesichtspunkten entschieden: Zuerst
wurden die Wiederfindungsraten miteinander verglichen und anschlief3end Vor- und
Nachteile bei der Handhabung der einzelnen Festphasen verglichen.

Die ermittelten Wiederfindungsraten der neun phenolischen Xenoestrogene nach
Anreicherung auf 200 mg ENV+ bzw. 1 g C18,,,. und zweimaliger Elution mit 2,5 ml
Aceton sind in Tab. 6 zusammengefasst. Die finf unabhangig extrahierten Proben
wurden jewells vor der Extraktion mit 5 g NaCl versetzt. Die Wiederfindungsraten
unter Verwendung der C18,-Festphase lagen Uber 70 % und waren somit vergleich-
bar mit denen nach Anreicherung auf der ENV+-Festphase. Die Standardab-
weichungen der Funffachbestimmungen lagen bel der ENV +-Festphase zwischen 5
und 12 % und bel der C18,-Festphase zwischen 5 und 24 %. Wie bel der ENV+-
Festphase zeigte 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol auch bei der C18.-Festphase eine
geringe Wiederfindung. Die beiden 4-Nonylphenol-Isomere wurden nur mit geringen
Unterschieden auf den einzelnen Festphasen wiedergefunden. Der Peak 2 wurde auf
der C18,-Phase geringfiigig besser angereichert, dagegen lag die Wiederfindungsrate
von Peak 10 bei der ENV +-Phase hoher.

Die Handhabung der ENV +-Festphase bei der Konditionierung und vor allem bei der
Extraktion war wesentlich einfacher und praktischer. Die Konditionierung der C18-
Phase muss deutlich sorgfaltiger durchgefiihrt werden als die der ENV+, da die C18-
Ketten der Umkehrphase aufgerichtet werden missen. Hierzu muss das Konditionie-
rungsmittel sehr langsam durch die Saule laufen. Die ENV+-Phase, ein quervernetztes
Polymer, muss dagegen lediglich mit dem Konditionierungsmittel benetzt werden. Bei
der Extraktion von 1 | Wasserprobe unter Verwendung der C18-Phase ergaben sich
durchschnittlich langere Extraktionszeiten, vor alem bel Proben mit hohen Gehalten
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an suspendierten Partikeln (ungereinigtes Abwasser). Selbst nach Anlegen eines
deutlich hoheren Vakuums konnte die Flussrate von 10 - 15 ml/min nicht eingehalten
werden. Aus diesen Grinden erwies sich die ENV+-Phase fir den routineméliigen
Einsatz geeigneter.

Tab. 6: Vergleich der Wiederfindungsraten der neun phenolischen Xenoestrogene
unter Verwendung der ENV+ (200 mg)- und C18.(1 g)-Phase. Die
Elution erfolgte mit Aceton oder Ethylacetat. Vor der Extraktion wurden
die Proben mit 5 g NaCl versetzt. Die Wiederfindungsrate (£ RSD) wurde
aus funf unabhangigen Extraktionen bestimmt.

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
C18,/ Elution  ENV+/ Elution  ENV+/ Elution
mit Aceton mit Aceton mit Ethylacetat

4-tert-Octylphenal 97+ 12 95+ 8 99+8

4-Nonylphenol Peak 2 114 + 23 96+ 8 110+ 6

4-Nonylphenol Peak 10 111+ 24 109+ 8 117+ 8

Bisphenol A 105+ 18 106 + 10 101+7

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 25+ 12 52+ 5 7£2

2-tert-Butyl-4-methylphenol 73+ 9 89+9 66 + 13

4-Hydroxybiphenyl 102+ 15 107+ 12 102+ 10

2-Hydroxybiphenyl 102+ 15 97+9 9%6+9

4-Chlor-3-methylphenol 0+6 93+8 0+6

4-Chlor-2-methylphenol 89+ 11 0+6 79+ 6

Da bei der SPE der funf Steroide die Elution mit Ethylacetat hthere Wieder-
findungsraten ergab als die Elution mit Aceton, wurden die Wiederfindungsraten der
neun phenolischen Xenoestrogene auch mit diesem Elutionsmittel bestimmt (vgl. I11.1
5.2.1). Ein wesentliches Ziel bei der Methodenentwicklung bestand darin, aus ein und
demselben Extrakt ale Substanzen sowohl der biologischen Analytik (E-Screen) as
auch der chemischen Analytik zuganglich zu machen. Nur so konnten die Ergebnisse
beider Methoden verglichen werden.

Die Elution mit Ethylacetat nach Anreicherung der phenolischen Xenoestrogene an
200 mg ENV+-Festphase ergab mit Ausnahme von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol
Wiederfindungsraten zwischen 66 und 117 % und somit dhnlich wie unter Ver-
wendung von Aceton. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefasst. Bel der Elution
mit Ethylacetat war jedoch zu beachten, dass die Saule vollstandig trocken war. Auf
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der Sdule verbleibendes Restwasser wére mit Ethylacetat nicht mischbar und im Eluat
entstiinde ein Zwei phasensystem.

Um eindeutig zu klaren, ob ein irreversibler Adsorptionseffekt auf der Festphase der
Grund fur die geringen Wiederfindungsraten von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol ist,
wurde demineralisiertes Wasser mit grof3eren Mengen an 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol
dotiert (500 ng/l und 1000 ng/l). Die Wiederfindungsraten zeigten bei keiner der
beiden Konzentrationen einen Anstieg, sodass der Aspekt der Adsorption als Ursache
fUr geringe Wiederfindungsraten ausgeschlossen werden konnte.

Oxidative Veranderungen dieser Substanz in der Testmatrix konnten eine weitere
Ursache fir seine schlechte Wiederfindung darstellen. 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol,
das as Antioxidans in Kosmetika und Arzneimitteln eingesetzt wird, weist unter
oxidativen Bedingungen eine starke Tendenz zur Dimerisierung bzw. Trimerisierung
auf (Taylor und Battersby 1967) und wéare somit im SIM-Modus nicht nachweisbar.
Bei eilgenen Untersuchungen konnten nach Einleiten von Sauerstoff in eine wéassrige 3-
tert-Butyl-4-hydroxyanisol-Ldsung mit GC/MS (Scan-Modus) Dimere und Trimere
identifiziert werden. Nach Reynolds (1997) fiuhren bereits Spuren von Metallen,
Eisensalzen und anderen Oxidantien zum Aktivitatsverlust von 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol.

Zur Uberpriifung, ob eine Oxidation fir den Gehaltsverlusts von 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol verantwortlich war, wurde bidestilliertes Wasser (Wasser zur Injektion
von Fresenius), das wahrscheinlich frel von Metallspuren etc. war, mit ca. 100 ng/l
dotiert, extrahiert und quantifiziert. Die Wiederfindungsrate von 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol steigerte sich bel einmaliger Extraktion auf Uber 70 %. Daraus |&3t sich
vermuten, dass nicht Adsorption sondern Oxidation der Grund fir die geringe
Wiederfindung von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol ist.

Interessanterweise konnte bel dieser Messung im bidestillierten Wasser, das medizi-
nisch zu Injektionszwecken eingesetzt wird, 4-tert-Octylphenol und 4-Nonylphenol
nachgewiesen werden.

Der Vergleich der erzielten Wiederfindungsraten und der Reproduzierbarkeit mit
Ergebnissen aus der Literatur zeigte, dass die zur Bestimmung der neun phenolischen
Xenoestrogene entwickelte Festphasenextraktion unter Verwendung der Isolute
ENV+-Festphase geeignet ist. 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol konnten von
Blackburn und Waldock (1995) nach Anreicherung auf einer C18-Phase und Elution
mit Ethylacetat (, Spiking Level® von 5 pg/l) zwischen 74 und 110 % (£ 7 - 12 %)
wiedergefunden werden. Marcomini et a. (1987) bestimmten fur 4-Nonylphenol nach
Extraktion an einer C18-Phase (,,Spiking Level® von 76 pg/l) Wiederfindungen
zwischen 92 und 95 % (£ 2,5 - 3 %). Ternes et a. (1998) konnten bei Verwendung
einer C18-Festphase bzw. einer Mischphase aus Lichrolut-EN/C18 und anschlief3ender



ﬁm Il Ergebnisse und Diskussion

Elution mit Methanol 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol mit 56 und 90
% (£ 7 - 11 %) bzw. 54 und 65 % (+ 6 - 9 %) wiederfinden (,, Spiking Level“ von 100
ng/l).

M atrixeffekte

Um zu Uberprifen, ob sich Matrixeffekte nachteilig auf die Wiederfindung der neun
phenolischen Xenoestrogene auswirken, wurde Quellwasser (Breitenbach) mit 100 ng/l
je Komponente versetzt.

Drei unabhangige Extraktionen unter Verwendung der ENV+-Festphase wurden
durchgefiihrt, quantitativ anaysiert und die Wiederfindungsraten bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tab. 7 zusammengefasst und zeigen Wiederfindungsraten zwischen
41 und 142 %.

Tab. 7: Wiederfindungsraten (= RSD) der neun phenolischen Xeno-
estrogene nach drei unabhangigen Extraktionen von dotier-
tem Quellwasser (Breitenbach) unter Verwendung der ENV +
und Elution mit Aceton. Die Proben wurden nicht auf ihre

Leitfahigkeit Uberprift.
Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD)
[%]
4-tert-Octylphenol 102 + 10
4-Nonylphenol* 113+ 12
Bisphenol A 109+ 11
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 41+ 25
2-tert-Butyl-4-methyl phenol 60+ 7
4-Hydroxybiphenyl 142+ 24
2-Hydroxybiphenyl 129+ 15
4-Chlor-3-methylphenol 94 + 18
4-Chlor-2-methylphenol 97+ 14
*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks

2 und 10.

Matrixbestandteile wirken sich demnach nicht nachteilig auf die Extraktionsausbeute
aus. Stattdessen lagen die Wiederfindungsraten fur 4-Hydroxybiphenyl, 2-Hydroxybi-
phenyl, 4-Chlor-3-Methylphenol und 4-Chlor-2-Methylphenol bei diesem Experiment
hoher als bei dotiertem demineralisiertem Wasser ohne Zusatz von NaCl (vgl. Abb.



1 EroRtmisR A Bisussor 53

12), obwohl das Quellwasser nicht auf seinen Salzgehalt eingestellt wurde. Hieraus
lal3t sich folgern, dass sich Matrixbestandteile, wie sie in Quellwasser enthalten sind,
positiv auf die Extraktionsausbeute auswirken kénnen.

4.3.3 Methodische Nachwels- und Bestimmungsgrenze

Um zu Uberprifen, ob die instrumentellen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen mit
den Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der analytischen Methode Ubereinstimmen,
wurde 1 | deionisiertes Wasser mit der 1:5000 (20 ng/l je Komponente) bzw. der
1:10000 (10 ng/l) Arbeitsstandardverdiinnung versetzt, analysiert und die Wieder-
findungsraten bestimmt.

Tab. 8: Nachweiss und untere Bestimmungsgrenzen der gesamten
analytischen Methode in 1 | wéssrige Probe. Die Ergebnisse
wurden aus drei unabhangigen Extraktionen ermittelt.

Substanz Nachweisgrenze untere Bestimmungs-
[ng/l] grenze [ng/l]
4-tert-Octylphenol <10 20
4-Nonylphenol* 10 20
Bisphenol A <10 50
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol 50 50
2-tert-Butyl-4-methylphenol 10 20
4-Hydroxybiphenyl 10 20
2-Hydroxybiphenyl 10 20
4-Chlor-3-methyl phenol <10 10
4-Chlor-2-methylphenol <10 10

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-Isomere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und
10.

Ein Methodenblindwert kann unmittelbar die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
beeinflussen. Um auszuschlief3en, dass ein Methodenblindwert vorliegt, wurde erstens
eine ENV+-Festphase konditioniert, ohne Probenauftrag eluiert und anaysiert, und
zweitens 1 | deionisiertes Wasser extrahiert und analysiert. Es konnten keine Blind-
werte fir die neun phenolischen Xenoestrogene bis zur Nachweisgrenze ermittelt
werden. Die in diesem Experiment (n = 3) ermittelten Wiederfindungsraten fir den
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»Spiking-Level® von 20 ng/l lagen fiur 4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol, 4-
Hydroxybiphenyl, 2-Hydroxybiphenyl, 4-Chlor-3-methylphenol, 4-Chlor-2-methyl-
phenol and 2-tert-Butyl-4-methylphenol zwischen 50 und 120 %. Bisphenol A zeigte
eine Wiederfindungsrate > 140 %. Hieraus konnte geschlossen werden, dass die
Bestimmungsgrenze oberhalb von 20 ng/l liegt. 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol war bel
einer Konzentration von 20 ng/l nicht mehr nachweisbar. Tab. 8 zeigt die aus diesen
Ergebnissen resultierenden methodischen Nachweis- und unteren Bestimmungs-
grenzen.

4.3.4 Anwendung auf reale Proben

Validierung der M ethode auf schwierige Matrizes

Nach Entwicklung der Methode unter Modellbedingungen musste sie unter realen
Bedingungen auf ihre Qualitét getestet werden.

Es wurden Abwasserproben ausgewdahlt, um die entwickelte Methode auf schwierige
wassrige Matrizes zu Uberprifen. Ist die Methode auf Abwasserproben anwendbar, so
koénnen auch geringer belastete Proben problemlos analysiert werden. Erstens sollte
abgeklart werden, ob die Extraktion von Proben mit hohem Gehalt an suspendierten
Partikeln problemlos méglich ist, denn Verstopfungen der Festphase fuhren zu extrem
verlangerten Extraktionszeiten bis hin zur vollstédndigen Blockade der Festphase.
Zweitens musste unbedingt abgeklart werden, ob die Analysenmethode ohne zu-
sétzlichen Aufreinigungsschritt auch auf schwierige Proben wie ungereinigtes
Abwasser anwendbar ist. Die Analysenmethode wurde dartber hinaus auf Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse Uberpriift, indem Aliquote von ungereinigtem Abwasser
mehrfach analysiert wurden.

Silanisierte Glaswolle wurde vor der Konditionierung auf die Festphase gepackt (s.
1.1 4.3.1 Apparativer Aufbau) um Verstopfung durch suspendierte Partikel zu
vermeiden. Die Extraktion von ungereinigtem Abwasser mit einem hohen Gehalt an
suspendiertem Material konnte problemlos durchgeftihrt werden. Abb. 13 zeigt das
TIC einer Zulaufprobe (24 h-Probe vom 10./11.3.98 der Kléranlage Steinhdule
Ulm/Neu-UIlm) nach Extraktion an 200 mg ENV +-Festphase und Elution mit Aceton.
Die quantitative Bestimmung aller neun phenolischen Xenoestrogene war ohne
Aufreinigung maoglich.
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Abb. 13: TIC einer Zulaufprobe (24 h-Probe vom 10./11.3.98 der Klaranlage
Steinhaule Ulm/Neu-Ulm) nach Festphasenextraktion an 200 mg ENV +,
Elution mit Aceton und Methylierung (10 %-Aliquot) des Extraktes.

Drei unabhangige Extraktionen mit anschlieRender GC/MS-Analytik von jewells 1 |-
Aliquot einer Ablaufprobe (24 h-Mischprobe vom 10./11.3.98 der Kléaranlage
Steinhdule Ulm/Neu-Ulm), konnte die entwickelte Methode qualitativ hinsichtlich
Reproduzierbarkeit bestdtigen. Die Konzentrationen der identifizierten phenolischen
Xenoestrogene 4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol und Bisphenol A lagen zwischen
0,2 ug/l und 0,4 pg/l (Abb. 14). Die relativen Standardabweichungen der Dreifach-
bestimmung demonstrierten mit Werten zwischen 4 und 31 % eine gute
Reproduzierbarkeit der Methode. 4-Nonylphenol wurde bereits mehrfach auf seine
Akkumulation und Persistenz in Sediment und Klarschlamm untersucht (Giger et al.
1984, Ahel et al. 1994a, Ahdl et al. 1994b). Der hohe log Kow (Verteilungskoeffizient
Octanol/Wasser) von 4,48 lal%t vermuten, dass 4-Nonylphenol ebenfalls auf der
Partikelphase einer Wasserprobe angereichert wird. Das adsorbierte 4-Nonylphenol
wird bei Analytik einer Vollwasserprobe, die aus Wasser- und Partikelphase besteht,
folglich co-extrahiert. Der differierende Partikelgehalt in den Aliquoten der
untersuchten 24 h Ablaufprobe wurde auf der silanisierten Glaswolle angereichert und
miteluiert. Dieser Aspekt koénnte die héheren relativen Standardabweichungen des 4-
Nonylphenols bei der Dreifachbestimmung erklaren.
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Abb. 14 zeigt aulerdem, dass die Bestimmung der Summe der 4-Nonylphenol-Isomere
wie unter 111.1 4.1.4 beschrieben mdglich ist. Beide quantifizierten Peaks ergaben die
gleichen Konzentrationen fir die Summe der 4-Nonylphenol-1somere.

Reproduzierbarkeit der quantitativen Analytik phenolischer

I[<uogr}|z]. Xenoestrogenein einem Ablauf einer stadtischen Klaranlage
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Abb. 14:  Drei unabhéngige Anaysen von 1 |[-Aliquoten einer 24 h-Mischprobe des
Ablaufes einer stadtischen Klaranlage (10./11.03.98 Klaranlage Steinhaule
Ulm/Neu-UIm) unter Verwendung von 0,2 g ENV+ und 1 g RP-C18, as
Festphasen. Die Elution wurde mit Aceton durchgefihrt.

Elutionsmittelvergleich bel der Extraktion von Oberflachenwasser

Bei der Festphasenextraktion von dotiertem demineralisiertem Wasser ergab die
Elution mit Aceton oder Ethylacetat vergleichbare Wiederfindungsraten der neun
phenolischen Xenoestrogene (111.1 4.3.3).

Die Extraktion von 1 I-Aliquoten derselben Wasserprobe an 200 mg ENV +-Festphase
und Elution mit Aceton bzw. Ethylacetat sollte zeigen, ob bei realen Proben die beiden
Elutionsmittel ebenfalls alternativ verwendet werden konnen. Dieser Vergleich wurde
jewells bei einer Wasserprobe der Korsch (Stichprobe vom 1.12.98) und des
Kréhenbachs (Stichprobe vom 1.12.98) durchgefthrt. Die Ergebnisse aus beiden
Extraktionen der jeweiligen Wasserproben sind in Abb. 15 einander gegeniibergestelt.
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*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tiber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 15:  Koérsch- und Kréhenbach-Wasserproben (Stichproben vom 1.12.98 und 2.12.98) wurden je einmal extrahiert (ENV+-
Festphase) und mit Aceton bzw. mit Ethylacetat eluiert. Die quantifizierten Konzentrationen [ng/l] der gleichen
Wasserprobe wurden miteinander verglichen.
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Es wurden bei der Kérsch-Wasserprobe funf der neun phenolischen Xenoestrogene
detektiert und bei der Krdhenbach-Wasserprobe wurden zwel Komponenten nachge-
wiesen. Der Vergleich der quantifizierten Konzentrationen bei Verwendung von
Aceton bzw. Ethylacetat zeigte bei beiden Proben gute Ubereinstimmungen. Im
unteren Konzentrationsbereich zwischen 5 und 100 ng/l, in denen die phenolischen
Xenoestrogene bei diesem Experiment detektiert wurden, sind Abweichungen tber 50
% nicht abwegig.

Das Experiment konnte zeigen, dass Aceton und Ethylacetat alternativ zur Elution
nach Festphasenextraktion von realen Wasserproben eingesetzt werden konnen. Im
Gegensatz zu den dotierten demineralisierten Wasserproben konnte in der Kérschprobe
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol sowohl im Aceton-, als auch im Ethylacetat-Extrakt mit
einer Abweichung von weniger as 25 % quantifiziert werden (vgl. 1ll.1 4.3.2
Abweichung von 87 %).

4.3.5 Vollwasserprobe (Wasser- und Partikelphase)

Wasserproben aus Kléranlagenzulaufen und Flissen nach starken Regenfdlen
enthalten einen hohen Antell an Schwebstoffen (Partikelphase). Generell sollte bei
jeder Analytik geklart sein, ob die ermittelten Ergebnisse aus der Summe der Wasser-
und der Partikelphase oder nur aus der Wasserphase resultieren. Die in dieser Arbeit
ermittelten Gehate beziehen sich immer auf die Summe beider Phasen. Eine
Ausnahme bilden die Ergebnisse der Steroide, die bel der quantitativen Analytik von
ungereinigtem Abwasser ermittelt wurden (vgl. 111.1 5.2.4). Durch die Analytik beider
Phasen sollte gewahrleistet werden, dass sowohl adsorptiv gebundene as auch freie
phenolische Xenoestrogene erfaldt werden. Ublicherweise wird bei der Festphasen-
extraktion partikelfreies Wasser eingesetzt, um Verstopfungen zu vermeiden. Die
Partikelphase wird entweder durch Zentrifugation oder Filtration entfernt. Allerdings
besteht bel ausgeprégten Adsorptionseffekten die Gefahr einer Minderbestimmung
(Furtmann 1993). Hohe Adsorptionstendenzen lassen sich vor allem fur Substanzen
mit einem hohen log Kow vermuten. 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol weisen
einenlog Kow > 4 (Ahel und Giger 1993) auf.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde geklart, ob bei der Festphasenextraktion
einer Vollwasserprobe (Wasserprobe bestehend aus Wasser- und Partikelphase) alle
neun phenolischen Xenoestrogene vollstandig extrahiert werden, d.h., dass sowohl
adsorptiv gebundene und freie Komponenten erfaldt werden. Die Verstopfungsgefahr
konnte durch Aufbringen von silanisierter Glaswolle auf die Festphase verhindert
werden (vgl. I11.1 4.3.4). Die Partikel phase reicherte sich wahrend des Probenauftrages
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einer Vollwasserprobe auf der silanisierten Glaswolle an. Bei der Elution wurde das
Losungsmittel so aufgegeben, dass die auf silanisierter Glaswolle akkumulierte
Partikelphase benetzt wurde und adsorptiv gebundene Substanzen prinzipiell eluiert
werden konnten. Das folgende Experiment bestétigte die Vermutung, dass sich
adsorptiv gebundene phenolische Xenoestrogene auf der Partikelphase befinden.
Gleichzeitig konnte die Extraktion auf ihre Vollstandigkeit Gberprift werden. Hierzu
wurde 1 | Zulaufprobe (24 h-Probe vom 5./6.7.99 des Kléarwerkes Steinhaule, Ulm/
Neu-Ulm) mit dem Magnetrihrer gerthrt, um eine optimale Vermischung der Partikel-
phase zu erzielen. Die Probe wurde in zwel Aliquote a 500 ml geteilt und parallel auf
einer ENV+-Festphase angereichert. Im ersten Fall wurde die auf der silanisierten
Glaswolle angereicherte Partikel phase abgenommen und separat extrahiert. Im anderen
Fall wurde die Partikel- und die Festphase mit Ethylacetat eluiert. Die erzielten
Resultate der Vollwasserprobe wurden mit den Ergebnissen der Summe der separaten
Extraktion von Wasser- und Partikelphase verglichen. Parallel zu diesem Extraktions-
experiment wurde zusétzlich ein ganzer Liter derselben Zulaufprobe durch separate
Extraktion der Wasser- und Partikel phase quantitativ analysiert.

Tab. 9: Der Gesamtgehalt der adsorptiv gebundenen und freien phenolischen
Xenoestrogene nach der Extraktion einer Vollwasserprobe (n = 1) und
nach separater Extraktion von Wasser- und Partikelphase (n = 2) des
Zulaufs des Klarwerkes Steinhéule, Ulm/Neu-Ulm (24 h-Mischprobe vom
5/6.7.99). Es sind jewells der Mittelwert (MW) der Dreifachbestimmung
und die relativen Standardabwel chungen (RSD) angegeben.

Substanz Gesamtkonzentration (MW) aus RSD
adsorptiv gebundenen und freien ~ [%0]
phenolischen Xenoestrogenen [ng/l]

4-tert-Octylphenal 456,9 28
4-Nonylphenol* 2637,5 19
Bisphenol A 739,4 13

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol n.n. -
2-tert-Butyl-4-methyl phenol n.n. -

4-Hydroxybiphenyl n.n. -
2-Hydroxybiphenyl 1967,9 11
4-Chlor-3-methylphenol 725,8 23
4-Chlor-2-methyl phenol n.n. -

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.
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In alen drel Extrakten der Zulaufprobe konnten funf der neun phenolischen
Xenoestrogene nachgewiesen werden. Die ermittelten Konzentrationen der Voll-
wasserprobe und der beiden separaten Extraktionen zeigten eine gute Uberein-
stimmung. Der Mittelwert und die zugehorigen relativen Standardabweichungen sind
in Tab. 9 angegeben. Die relativen Standardabweichungen < 28 % zeigen, dass sowohl
die Extraktion der Vollwasserprobe als auch die getrennte Extraktion der Wasser- und
der Partikelphase zum gleichen Ergebnis fuhren. Das Experiment machte deutlich, dass
die Festphasenextraktion einer Vollwasserprobe zur Bestimmung der Gesamtkonzen-
tration an adsorptiv gebundenden und freien phenolischen Xenoestrogenen die
einfachere Variante darstellt, bel der die aufwendige Extraktion der Partikelphase
wegféllt. Die Anreicherung des Schwebstoffanteils auf der silanisierten Glaswolle
stellte eine sehr gute Alternative zur Filtration oder Zentrifugation dar. Der Vortell
dieser Alternative liegt darin, dass ein Arbeitsschritt wegfallt, der eine unndtige Quelle
fur einen Blindwert darstellen konnte. In den Extrakten der Partikelphasen konnte 4-
Nonylphenol, 4-tert-Octylphenol und 2-Hydroxybiphenyl nachgewiesen werden. Der
prozentuale Beitrag zur Gesamtkonzentration belief sich fir 4-Nonylphenol auf 67 %,
fr 4-tert-Octylphenol auf 8 % und fur 2-Hydroxybiphenyl sogar nur auf 2 %.

In Abb. 16 ist der Beitrag der Partikel phase zur Gesamtkonzentration der phenolischen
Xenoestrogene dargestellt. Es werden die einzelnen Ergebnisse aus der Dreifach-
bestimmung einander gegenlibergestellt. Die Abb. 16 macht besonders deutlich, dass
es insbesondere fiur 4-Nonylphenol unerlasslich ist, den Schwebstoffgehalt zur
Gesamtkonzentration aufzuaddieren. Das Fehlen des Beitrags von 68 % zur Gesamt-
konzentration wirde in der Tat eine wesentliche Minderbestimmung bedeuten. Bei
Bilanzierungen von Eintrag und Austrag in Klaranlagen wirde das Fehlen des
Schwebstoffanteils das Ergebnis verfalschen. Brunner et al. (1988) bestimmten fir 4-
Nonylphenol vergleichbare Konzentrationen (1 pg/l) auf der Partikelphase einer
Zulaufprobe (Kléranlage Zurich-Glatt, 14.6.86). Dagegen lag der gel0ste Anteil mit 20
png/l wesentlich hoher. Der prozentuale Beitrag durch die Partikelphase zum
Gesamtgehalt an 4-Nonylphenol bel dieser Messung betrug nur knapp 5 %. Jonkers
und De Voogt (1999) bestétigten, dass die SPE einer ungefilterten Wasserprobe an
einer C18-Phase vergleichbare Ergebnisse fir 4-Nonylphenol ergab, wie die
berechnete Gesamtkonzentration aus separater Extraktion. Die Ergebnisse einer
Zulaufprobe zeigten, dass der prozentuale Beitrag fur die 4-Nonylphenol-Gesamt-
konzentration durch die Partikel phase 50 % betrug.
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Phenolische Xenoestrogene im Klaranlagenzulauf nach
Konz. separater Extraktion der Partikel (P)- und Wasser phase (W) und
[ng/l] nach Extraktion einer Vollwasser probe
3500

B Separate Extraktion (Aliquot 1+2): Gehalt
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3000 + § Dg]epg;rge(gux??k?i)on (Aliquot 1+2): Gehalt
% IEnxtraktion einer Vollwasserprobe (Aliquot
2500 - 2 § 3): Gehalt in P+W
2000 | §
.
1500 - §
§
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.
f .
500 §
4-t- 4- Bisphenol A 2-Hydroxy-  4-Chlor-3-
Octylphenol Nonylphenol* biphenyl  methylphenol

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 16:  Extraktion und quantitative Bestimmung der phenolischen Xenoestrogene
in einer Zulaufprobe (24 h- Probe vom 5.7.99 des Klarwerkes Steinhaule,
Ulm/Neu-Ulm). Vergleich der Ergebnisse aus einem Vollwasser-Aliquot
mit Ergebnissen von zwei Aliquoten, deren Wasser- und Partikelphase
separat extrahiert wurden.

4.35.1 Probenahme

Die Probenahme ist ein wesentlicher Bestandteil des Analysenverfahrens. Die Probe-
nahme sollte représentativ und der Fragestellung angepasst erfolgen. Wasserproben
kénnen als Stich- oder als Mischproben genommen werden. Sowohl Stich- als auch
Mischproben weisen Vor- und Nachteile auf. Stichproben spiegeln den Zustand zum
Zeitpunkt der Probenahme wider. Konzentrationsspitzen bzw. -minima kdnnen er-
mittelt werden, Aussagen Uber die Konzentrationsverhaltnisse Uber einen gréf3eren
Zeitraum koénnen jedoch nicht getroffen werden. Zur Erfassung der Belastungssituation



ﬁ%mmwmﬂmw Il Ergebnisse und Diskussion

in Flief3gewassern werden deshalb mehrere Stichproben tber einen langeren Zeitraum
genommen, wie dies an Korsch und Kréhenbach durchgeftihrt wurde. Der Zeitraum
der Probenahme von Mischprobe, die volumen- oder zeitproportional entnommen
werden, wird bei der Analytik von organischen Komponenten durch die maximale
Lagerungszeit der Probe begrenzt (vgl. I11.I 4.3.5.2). In der Regel werden 24 h-
Mischproben entnommen. Die Ergebnisse aus einer Mischprobe spiegeln demnach die
integrierenden Verhadltnisse Uber diesen Zeitraum wider. Abwasser wurde in dieser
Arbeit as 24 h-Mischproben genommen. Eine wesentliche Fehlerquelle bei der
Entnahme von Wasserproben stellen bereits kontaminierte Probenahmegefal?e und das
Einfangen von Blindwerten aus der Luft dar. Deshalb wurden in der Laborspiil-
maschine gesptilte Braunglasflaschen verwendet, die anschlief3end dreimal mit Aceton
nachgespiilt wurden. Die Probenahme aus Béchen und Flussen erfolgte moglichst unter
der Wasserspiegeloberflache, um das Einfangen eines Blindwertes aus der Umge-
bungsluft zu vermeiden.

4.3.5.2 Probenlagerung

Wahrend der Lagerung der Wasserprobe kann es zu Adsorption der Komponenten an
die Flaschenwand und vor allem zum Abbau durch mikrobielle Aktivitédt kommen.
Versuche zur Ermittlung der maximalen Lagerungsdauer, bis zu der keine Konzen-
trationsdnderungen in der Probe auftraten, wurden nicht durchgefiihrt. Die Lagerung
der Probe erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien der Environmental Protection
Agency (EPA) in Braunglasflaschen bei 4 °C. Die Extraktion wurde spatestens nach
einer Lagerung von 28 Tagen durchgeftihrt (Dick 1994). Blackburn und Waldock
(1995) konnten experimentell fir 4-Nonylphenol zeigen, dass es wahrend einer
Lagerungszeit von 10 Tagen zu keiner Verénderung der 4-Nonylphenol-Konzentration
kam.

4.3.5.3 Probenvorbereitung

Besonders wichtig bei der Festphasenextraktionstechnik ist, dass die Wasserprobe vor
Anreicherung auf der Festphase auf eine Temperatur von ca. 20 °C &quilibriert wird.
Ist die Probe zu kalt, so ist die vollsténdige Adsorption der organischen Substanzen auf
der Festphase gefahrdet. Jede Wasserprobe wurde, nachdem sie aus dem Kihlschrank
genommen wurde, entweder bis zur Angleichung an die Raumtemperatur stehen-
gelassen oder, um den Prozess zu beschleunigen, im Wasserbad auf 20 °C erwarmt.
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Die Probe wurde anschlief®end mit H,SO, conc. auf pH 2,5 angesauert. Bel pH 2,5
wird die lonisation der Phenole unterdriickt und die freien Phenole reichern sich am
besten auf einer unpolaren Festphase an. Der Zusatz von Saure zur Wasserprobe wird
in anderen Studien fur Bisphenol A (Yamamoto und Yasuhara 1999), 4-Chlor-3-
methylphenol und 4-Chlor-2-methylphenol (Nielsen 1984) beschrieben. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine SPE bel pH 7 mit anschlief3}ender Zweitextraktion bel pH 2,5
durchgefihrt. Es wurden je eine 24 h Zulauf- und Ablaufprobe vom 29.6.98 des
Klarwerks Steinhdule (UIm/Neu-Ulm) und je eine Donauwasserprobe, stromabwarts
und -aufwérts der Einleitung dieser Klaranlage auf diese Weise extrahiert und
anaysiert. Besonders die Ergebnisse des E-Screen-Assay zeigten, dass die Extraktion
bei pH 7 nicht vollstandig war (Korner et al. 2000).

Der Zusatz von 5 ml Methanol zur Wasserprobe ist notwendig, da bei der SPE von
einem Liter Wasserprobe das Konditionierungsmittel sukzessive von der Saule
heruntergewaschen wird. Das enthaltene Methanol konditioniert die Festphase
sozusagen ,,in process”.

Die Uberprifung und Einstellung des Salzgehaltes als vierter Probenvorbereitungs-
schritt wurde bereits detailliert unter I11.1 4.3.2 beschrieben.

436 Zusammenfassung

Eine GC/M S-Methode zur simultanen quantitativen Bestimmung von 4-Nonyl- und 4-
tert-Octylphenol, Bisphenol A, 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol, 2-tert-Butyl-4-methyl-
phenol, 2- und 4-Hydroxybiphenyl, und 4-Chlor-3-methylphenol und 4-Chlor-2-
methylphenol in wassrigen Proben war in der Literatur bisher nicht beschrieben. Die
Entwicklung und Validierung eines geeigneten Analysenverfahrens zum gemeinsamen
Nachweis der neun phenolischen Xenoestrogene stellte aufgrund ihrer strukturellen
Unterschiede eine Herausforderung dar.

Es gelang im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine sichere und sensitive Analysen-
methode fur die neun phenolischen Xenoestrogene zu etablieren, mit der wassrige
Proben wie Oberflachenwasser, gereinigtes und ungereinigtes Abwasser analysiert
werden konnen. Die entwickelte und validierte Anaysenmethode ist zusammen-
fassend in Abb. 17 dargestellt. Die Anwendung der Festphasenextraktion auf wassrige
Proben ermoglicht die Extraktion mehrerer Proben gleichzeitig. Die auf 20 °C
aquilibrierte Vollwasserprobe wurde ohne Abtrennung der Partikelphase fir die
Extraktion folgendermalRen vorbereitet: pH-Einstellung, Uberprifung und Einstellung
des Salzgehaltes und Zusatz von Methanol. Die phenolischen Xenoestrogene wurden
an 200 mg Styroldivinylbenzol-Copolymer-Festphase (Isolute ENV+) angereichert und
mit Aceton oder Ethylacetat eluiert.
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11 Vollwasserprobe (Zulaufprobe 0,5- 11)

Probenvor ber eitung
Aquilibrierung auf 20 °C
Uberpriifung + Einstellung des Salzgehaltes entsprechend 5 g NaCl/ | dem. Wasser
Ansduern auf pH 2,5 mit H,SO, conc.
Zusatz von 5 ml Methanol

Festphasenextraktion
(200 mg ENV+)
Konditionierung

6 ml Aceton, 10 ml Methanoal,
6 ml deionisiertes Wasser (pH 2)

|

Anreicherung
Flussrate 10 - 15 ml/min

|

Waschen
6 ml deionisiertes Wasser (pH 2)

Trocknen der Saule unter N,

|

Elution
2 x 2,5 ml Aceton oder Ethylacetat

|

Einengen
auf 0,5 ml unter N,

Derivatisierung
Aliquot von 50 ul (10 %)
+
50 Wl Phenyltrimethylammonium-
hydroxid (0,1 M) bei
Raumtemperatur

Zusatz von 10 pl D4o-Biphenyl
(120 pg/ml) aslnterner Standard

HRGC/LRMS
1

Abb. 17:  Schematische Darstellung des Analysenverfahrens zum Nachwels von
phenolischen Xenoestrogenen in wassrigen Proben.
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Ohne weitere Aufreinigung des Eluates konnten auch Zulaufproben mittels HRGC/
LRMS vermessen werden. 10 % des eingeengten Extraktes wurden methyliert, um
sowohl eine scharfere Auflésung bel der gaschromatographischen Trennung zu
erzielen, als auch die Empfindlichkeit bei der massenspektrometrischen Detektion zu
erhohen. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine externe Kalibrierung. D1o-Biphenyl
wurde dem methylierten Aliquot vor der HRGC/LRMS-Messung as interner
Quantifizierungsstandard zugesetzt. Die unteren Bestimmungsgrenzen lagen bei der
etablierten Anaysenmethode zwischen 10 und 50 ng/I.

4.4 Feste Proben

Im Rahmen der Methodenentwicklung fur Feststoffproben wurde die Eignung der fir
wassrige Proben entwickelten GC/MS-Methode auf Sedimente und Klarschlamm
Uberpriuft. Das Analysenverfahren fir Sedimente und Klarschldmme wurde allerdings
nur fUr acht der neun phenolischen Xenoestrogene validiert. 3-tert-Butyl-4-hydroxy-
anisol wurde bei der Methodenentwicklung und -validierung ausgeschlossen. Die
starke Tendenz zur Di- und Trimerisierung unter oxidativen Bedingungen lief3 ver-
muten, dass 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol wahrend der Extraktion und der Aufreini-
gung oxidiert wird. Bei der Bestimmung ihrer Wiederfindungsrate bestétigte sich diese
Vermutung.

Schwebstoffe (Partikelphase einer wassrigen Probe), die im Rahmen dieser Arbeit
analysiert wurden, wurden mit einer gesonderten Methode aufbereitet (1V.I 2.4.2)
Diese Methode wurde allerdings nicht validiert, da der an Schwebstoffe adsorbierte
Gehalt an phenolischen Xenoestrogenen in der Regel direkt bei der Extraktion der
V ollwasserprobe mitbestimmt wurde (vgl. 111.1 4.3.5).

441 Extraktion

Bei der Soxhletextraktion wurden die in der festen Probe enthatenen phenolischen
Xenoestrogene in organisches Losungsmittel Gberfuhrt. Die Soxhletextraktion, eine
einfache und el egante Fest-flUssig-Extraktionstechnik, erlaubte die parallele Extraktion
von mehreren Proben. Bei der Uberpriifung der Extraktionsmethode ergaben sich
verschiedene Probleme. Mitextrahierte Matrixbestandteile verhinderten die stérungs-
frele quantitative Bestimmung mittels HRGC/LRMS. Die Bestimmung der Wieder-
findungsrate einer dotierten Sedimentprobe konnte nur nach Anwendung der parallel
entwickelten Aufreinigung durchgefiihrt werden. Aus der Bestimmung der Wieder-
findungsraten einer dotierten realen Probe |&3t sich entnehmen, ob die zugesetzte
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Menge quantitativ herausgel 6st wurde, jedoch nicht, ob tatséchlich alle in der Probe
gebundenen phenolischen Xenoestrogene extrahiert wurden. Eine absolute Aussage
Uber die Extraktionsausbeute ist fir feste Proben prinzipiell nicht moglich. Hierbel ist
zusétzlich zu beachten, dass sich die einzelnen Proben einer Probenart bel der
Extraktion unterschiedlich verhalten konnen. Die Proben differieren in ihrem Gehalt an
organischem Material, in der Zusammensetzung ihrer einzelnen Matrixbestandteile,
zusdtzlich kommen bei Sedimenten unterschiedliche Alterungsprozesse zum Tragen,
die zu starken Adsorptionseffekten und chemischen Bindungen bis hin zu Einschllissen
fUhren kdnnen.

Die Extraktion wurde auf zwel verschiedene Arten Uberpruft. Erstens wurde ein
geeignetes Extraktionsmittel durch den Vergleich verschiedener LoOsungsmittel er-
mittelt. Es wurde das Extraktionsmittel ausgewdahlt, das die hdchsten Extraktions-
ausbeuten erzielte. Zweitens wurden trotz der erwahnten Schwierigkeiten die Wieder-
findungsraten der phenolischen Xenoestrogene bel einer dotierten Sedimentprobe
bestimmt.

4.4.1.1 Extraktionsmittelvergleich

Der Extraktionsmittelvergleich wurde bei einer Klarschlammprobe (Kl&rschlamm nach
der Trocknung vom 13.3.98 des Klarwerks Steinhaule, UIm/Neu-Ulm) durchgefiihrt.
Es wurden folgende L 6sungsmittel (-mischungen) bei der Soxhletextraktion von jeweils
ca. 3 g derselben Probe getestet: (1) Hexan/Aceton/Diethylether (5:5:1) + 0,1 % (V/V)
HCI conc., (2) Methanal, (3) Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1 % (V/V) HCI conc..
Die Probe wurde nach der Gefriertrocknung in einer Kaffeemuhle gemahlen, um eine
moglichst homogene Matrix zu erhalten.

Extraktionsmittelauswahl

Die Auswahl der Extraktionsmittel(-mischungen) erfolgte nach Orientierung an
verschiedenen Extraktionsverfahren aus der Literatur. Tschochner et al. (1989) extra-
hierten feste Proben mit einer Mischung aus Hexan/Aceton (5:5) und 0,1 % (V/V) HCI
conc. zur Bestimmung von chlorierten Phenolen. Brunner (1990) verwendete zur
Extraktion von Pentachlorphenol aus getrocknetem Fischpulver eine Mischung aus
Hexan/Aceton/Ether (10:5:1) und 0,1 % (V/V) HCI conc.. Der Hexananteil wurde in
dieser Arbeit wie bei Tschochner et al. (1989) reduziert, um den polaren Losungs-
mittelanteil zu erhdhen, denn die untersuchten phenolischen Xenoestrogene weisen
eine hohere Polaritdt als Pentachlorphenol auf. Zur Bestimmung von Chlorphenolen
wurde das Ansdauern von gefriergetrockneten Sedimentproben auch von Chovanec et
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a. (1994) beschrieben. Demnach wurden zwei Losungsmittelmischungen (vgl. (1) +
(3)), die im Rahmen dieser Arbeit getestet wurden, mit 0,1 % (V/V) HCI conc.
versetzt. Durch Zusatz von HCI sollte, wie bel der Extraktion von wassrigen Proben,
die Phenolathildung verhindert und gleichzeitig gewahrleistet werden, dass sowohl
chemisch gebundene als auch freie phenolische Xenoestrogene extrahiert werden.
Diethylether wurde den Mischungen als Lésungsvermittler und Schlepper fur HCI
zugesetzt. Reines Methanol (vgl. (2)) wurde als drittes Extraktionsmittel getestet, daes
bereits bel der Soxhletextraktion von Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol eingesetzt
wurde (Marcomini und Giger 1987, De Voogt et a. 1997).

In Abb. 18 sind die Extraktionsausbeuten aus den drei aufgereinigten Extrakten fir die
einzelnen Xenoestrogene dargestel|t.

onzentration im Extraktionsmittelver gleich mit Hinblick
Trockengewicht auf die Extraktionsausbeute
[Ho/g]
2,62

Hexan/A ceton/Diethylether/HCI-Extrakt (n = 3)
O Methanolextrakt (n = 1)
B Methanol/Diethylether/HCI-Extrakt (n = 4)

0,82
10,72
y 0,55
\
\ 0,13
- 0.20 , 0,12 0.090,08" 0,04 004
§ O’-n 0 08 003 nn 0oL nn _ nn

4-Nonyl-  4-t-  Bisphenol 2- 4-Chlor- 4- 4-Chlor- 2-t-Butyl-
phenol*  Octyl- A Hydroxy- 3-methyl- Hydroxy- 2-methyl- 4-methyl-
phenol biphenyl phenol biphenyl phenol  phenol

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tiber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 18: Dre verschiedene Extraktionsmedien wurden an Aliquoten einer Klar-
schlammprobe (Kl&arschlamm nach Trocknung vom 12.3.98 des Klarwerks
Steinhaule, Ulm/Neu-Ulm) getestet, um die Extraktionseffizienz zu
optimieren. Die Konzentrationen der detektierten phenolischen Xeno-
estrogene sind in pg/g Trockengewicht angegeben.

Bei der Extraktion mit Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1 % (V/V) HCI conc. wurden
wesentlich hohere Extraktionsausbeuten fur die detektierten phenolischen Xeno-
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estrogene erzielt. Dieses Extraktionsmittel ermdglichte auch den Nachweis von 4-
Hydroxybiphenyl in der Klarschlammprobe. Die Extraktion mit Hexan/Aceton/
Diethylether (5:5:1) + 0,1 % (V/V) HCI conc. bzw. mit Methanol ergaben vergleich-
bare Konzentrationen. 4-Hydroxybiphenyl war mit beiden Extraktionsmitteln nicht
nachweisbar. Die Ldsungsmittel mischung Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1 % (V/V)
HCL conc. wurde als Extraktionsmittel ausgewahlt, um eine effiziente Extraktion zu
gewahrleisten.

4.4.1.2 Wiederfindung

Die Wiederfindungsraten der acht phenolischen Xenoestrogene wurden nach Soxhlet-
extraktion und Anwendung der entwickelten Aufreinigung (clean up) bestimmt.
Aliquote von 3 g einer dotierten Sedimentprobe (Braunsel-Sediment vom 10.6.99)
wurden parallel mit der Extraktionsmittel mischung Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1
% (VIV) HCI conc. extrahiert. Voraussetzung fir dieses Experiment war eine
homogene Probenmatrix und die gleichmallige Verteilung und Adsorption der
Komponenten auf der Probenmatrix. Die Sedimentprobe wurde im Morser pulverisiert
und anschlief3end folgendermal3en dotiert: 400 ul des Arbeitsstandards (1:10) wurden
in ca. 300 ml Methanol gelost und zu 28 g Sedimentprobe geftigt. Nachdem die
Suspension gut geschittelt wurde, wurde das Methanol am Rotationsverdampfer
vollsténdig entfernt. Beim Abzug des Ldsungsmittels erfolgte durch die rotierende
Bewegung des Rundkolbens zusétzlich eine gute Durchmischung und Benetzung der
Sedimentpartikel mit den geldsten phenolischen Xenoestrogenen. Diese aufwendige
Vorgehensweise zur Dotierung der Sedimentprobe sollte reale Adsorptions- und
Verteilungsverhdtnisse widerspiegeln. Beim Auftrag der reinen Standardlésung auf
die Probe werden die Komponenten punktuell in einer verhdltnismallig hohen
Konzentration aufgebracht.

Paralel zu den dotierten Sedimentaliquoten wurde ein nicht dotiertes Aliquot als
Blindprobe analysiert.

Die Ergebnisse aus diesem Experiment sind in Tab. 10 zusammengefasst. Es sind die
Wiederfindungsraten der acht phenolischen Xenoestrogene aus der Dreifachbestim-
mung und die zugehdrigen relativen Standardabwei chungen angegeben.

Die Wiederfindungsraten der acht phenolischen Xenoestrogene lagen tber 56 %. Die
analytische Genauigkeit der Methode war mit relativen Standardabweichungen unter
30 % zufriedenstellend. Zur Beurteilung der Ergebnisse dieses Experimentes wurde
der , Spiking Level” der Komponenten, der bei 140 ng/g lag, herangezogen. In anderen
Studien lag er fur 4-Nonylphenol mit 5 und 50 pg/g deutlich héher (Kreisselmeier und
Durbeck 1997, Lee und Peart 1995). Die Wiederfindungsraten fur 4-Nonylphenol
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lagen bei diesen Studien zwischen 90 und 98 %. Kreisselmeier und Dirbeck (1997)
konnten zeigen, dass eine gealterte dotierte Sedimentprobe die Wiederfindung von 4-
Nonylphenol reduzierte. Die Wiederfindungsrate lag bei 55 %. Kreisselmeier und
Dirbeck (1997) vermuteten, dass Komponent-Matrix-1nteraktionen, wie Wasserstoff-
briickenbindung und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, wahrend des Alterungsprozesses
ansteigen und die Extraktion der Komponenten erschweren.

Chalaux et al. (1994), die Sedimentproben (n = 4) mit ca 100 ng/g dotierten,
bestimmten fur 4-Nonylphenol eine Wiederfindungsrate von 70 £ 10 %. Die Soxhlet-
extraktion der Sedimentprobe erfolgte hierbei mit Dichlormethan/Methanol (2:1). Der
»Spiking-Level® und die Wiederfindungsrate bei Chalaux et a. (1994) sind mit dem
Ergebnis dieser Arbeit (71 £ 9 %) vergleichbar.

Tab. 10:  Wiederfindungsraten (= RSD) nach Soxhletextraktion und
clean up von 3 Aliguoten einer dotierten Sedimentprobe
(Braunsel-Sediment vom 10.6.99).

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
Soxhletextraktion und clean up

4-tert-Octylphenal 7021

4-Nonylphenol* 71+9

Bisphenol A 56+ 6

2-tert-Butyl-4-methyl phenol 58 + 29

4-Hydroxybiphenyl 130+ 4

2-Hydroxybiphenyl 60+ 5

4-Chlor-3-methylphenol 67+ 23

4-Chlor-2-methylphenol 60 + 13

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-Isomere Uber den Mittelwert der Peaks 2

und 10.

Die in dieser Arbeit ermittelten Wiederfindungsraten sind als gute Resultate einzu-
stufen, wenn Aspekte wie der geringe , Spiking Level® und mdgliche Komponent-
Matrix-Wechselwirkungen zur Beurteilung mit herangezogen werden. Bel der
Dotierung des Braunsel-Sediments wurde vermutlich die Ausbildung von Komponent-
Matrix-Interaktionen durch homogene Verteilung der niedrigkonzentrierten Kompo-
nenten auf die verhaltnismaldig grof3e Oberfache der Sedimentpartikel gefordert.
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4.4.2 Aufreinigung

Bei der Extraktion werden neben den erwlinschten zu bestimmenden phenolischen
Xenoestrogenen unerwiinschte Matrixbestandteile herausgelost, die die fehlerfreie
guantitative Analytik mittels HRGC/LRMS verhindern oder beeintréchtigen. Zur
Abtrennung dieser Matrixbestandteile wurde ein clean up zwischen Extraktion und
guantitative Analytik geschaltet. Bel der Entwicklung einer leistungsfahigen Auf-
reinigung wurden niedrige Nachweis- und Bestimmungsgrenzen bei gleichzeitig
geringer Probenmenge und die Mdglichkeit angestrebt, sowohl Sediment- als auch
Klarschlammproben analysieren zu kdnnen.

Flissig-flissig-Trennung

Das entwickelte und validierte Flissig-flussig-Trennverfahren ist in Abb. 19
dargestellt.

Das clean up-Verfahren basiert auf dem Prinzip der Phenolatbildung der phenolischen
Xenoestrogene in alkalischer Ldsung. Die phenolischen Xenoestrogene, die sich mit 2
M NaOH-L 6sung ausschiitteln lassen, wurden nach Bildung ihrer freien Phenole auf
200 mg ENV+-Festphase angereichert und eluiert. Die in der organischen Phase
verbleibenden phenolischen Komponenten wurden ohne weitere Aufreinigung direkt
derivatisiert und mittels HRGC/LRM S gemessen.

Zur Validierung des clean up wurde die prozentuale Verteilung der phenolischen
Xenoestrogene auf die organische und wassrige Phase bestimmt und durch Auf-
summierung der prozentualen Verteilungen die Gesamtwiederfindungsraten ermittelt.
Drei 50 ml-Aliguote Hexan wurden mit 1 pug je Komponente versetzt, dem clean up-
Verfahren unterworfen und quantitativ anaysiert.

Verteilung der phenolischen Xenoestrogene auf die wassrige und organische
Phase

Bisphenol A, 4-Hydroxybiphenyl, 2-Hydroxybiphenyl, 4-Chlor-3-methylphenol und 4-
Chlor-2-methylphenol wurden quantitativ im Festphaseneluat der wassrigen Phase
wiedergefunden (vgl. Wiederfindungsraten in Tab. 11). 4-Nonylphenol, 4-tert-Octyl-
phenol und 2-tert-Butyl-4-methylphenol wurden mit 87 %, 75 % und 88 % in der
Hexanphase identifiziert. Der lipophile Charakter und die resultierende geringe
Phenolatbildung der drei letzteren Verbindungen modgen das Verbleiben in der
organischen Phase erklaren. Der lipophile Charakter 1863t sich fir 4-Nonylphenol und
4-tert-Octylphenol wiederum durch den hohen Verteilungskoeffizienten log Kow > 4
und fur 2-tert-Butyl-4-methylphenol durch die mogliche Abschirmung der
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phenolischen Hydroxygruppe durch die volumindse tert-Butylgruppe in ortho-Stellung
erkléren.

Soxhletextrakt
auf 2-3 ml einengen
quantitative Uberfulhrung in 50 ml Hexan
Ausschitteln mit 3x 20 ml 2 M NaOH (3 x 2 min)

!

Kombinierte NaOH-Phase Hexan-Phase
Bisphenol A 4-Nonylphenol
4-Hydroxybiphenyl 4A-tert-Octyl phenol
2-Hydroxybiphenyl 2-tert-Butyl-4-methyl phenol

4-Chlor-3-methylphenol
4-Chlor-2-methylphenol
(4-Nonylphenol)
(4-tert-Octylphenol)
(2-tert-Butyl-4-methylphenol)

Ansauern auf pH 2,5 mit HCI conc.

Festphasenextraktion

200 mg ENV+
'
Elution mit 2 x 2,5 ml Aceton
Einengen auf 0,5 ml unter N, Einengen auf 0,5 ml oder 5 ml unter N,
!

Derivatiserungund HRGC/LRM S

Abb. 19: Schematische Darstellung des clean up fir die acht phenolischen
Xenoestrogene.

Die Verlangerung der Ausschiittelzeit auf dreimal 10 Minuten &nderte das Vertellungs-
gleichgewicht der drei Komponenten zwischen den beiden Phasen nicht. Bei der
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Anaytik von Sediment- und Klarschlammproben wurde jedoch festgestellt, dass
Matrixeffekte die Verteilung dieser drei Komponenten auf die beiden Phasen beein-
flussten und veranderten. Das unterschiedliche Verhalten der acht phenolischen Xeno-
estrogene beim Ausschutteln, das bereits unter 111.1 4 vermutet wurde (strukturelle
Unterschiede der phenolischen Xenoestrogene), erforderte die Analytik und Quantifi-
zierung beider Fraktionen, um alle Substanzen quantitativ zu bestimmen.

Wiederfindung

Die Wiederfindungsraten, die nach Anwendung der Aufreinigung auf die dotierten
Hexan-Aliquote bestimmt wurden, sind in Tab. 11 aufgefthrt. Sie lagen zwischen 92
und 123 % und die relativen Standardabwel chungen der Dreifachbestimmung lagen fir
ale acht phenolischen Xenoestrogene unter 10 %. Die hohen Wiederfindungsraten
bewiesen, dass durch Anwendung des entwickelten clean up keine wesentlichen
Verluste auftraten. Die Aufreinigung von Sediment- und Klarschlammextrakten zur
parallelen Bestimmung der acht strukturell verschiedenen phenolischen Xenoestrogene
ist folglich durch das entwickelte Flissig-flissig-Trennverfahren moglich.

Tab. 11:  Wiederfindungsraten (x RSD) nach Anwendung des
clean up auf 3 dotierte Hexan-Aliquote (1 pg/50 ml je

Komponente).

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
Aufreinigung(Scheidetrichter)

4-tert-Octylphenol 110+ 4
4-Nonylphenol* 100+ 7
Bisphenol A 98+ 10
2-tert-Butyl-4-methyl phenol 101+ 6
4-Hydroxybiphenyl 123+ 10
2-Hydroxybiphenyl 98+9
4-Chlor-3-methylphenol 97+8
4-Chlor-2-methylphenol 92+8

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-Isomere Uber den Mittelwert der
Peaks 2 und 10.
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Flussigkeitschr omatogr aphische Aufreinigung

Wahrend der Entwicklung einer geeigneten Aufreinigungsmethode wurde eine flissig-
keitschromatographische Aufreinigung konzipiert und getestet. Flissigkeitschromato-
graphische Aufreinigungen sind fir 4-Nonylphenol mehrfach in der Literatur
beschrieben. Es werden Adsorbentien wie Silicagel (Lee und Peart 1995), neutrales
Alumina (Chalaux et al. 1994) und Aminosilica (Marcomini et a. 1990) verwendet.
Bei diesem clean up-Verfahren, das detailliert unter 1.l 2.5.2 beschrieben ist, erfolgte
die chromatograpische Aufreinigung an Silicagel. Diese Methode wurde ebenfalls
durch Bestimmung der Wiederfindungsraten von Arbeitsstandards validiert. Es wurde
auf finf Silicagel-Saulen ca. 1 pug je Komponente aufgetragen und anschlief3end (1)
mit 5 ml Pentan und (2) mit 5 ml n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) eluiert. Zur
Uberprifung, ob die Elution vollstandig war, wurde nochmals mit 5 ml n-Heptan/
Ethylacetat/Methanol (6:2:2) nacheluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden separat
quantitativ analysiert.

Dieses clean up-Verfahren wurde nicht zur routinemédigen Aufreinigung von
Sediment- und Klarschlammproben eingesetzt, da nach Anwendung auf reale Proben
festgestellt werden musste, dass keine ausreichende Reinigung der Extrakte, vor allem
der von Klérschldammen erzielt werden konnte. Die eindeutige Identifikation mittels
HRGC/LRMS von phenolischen Xenoestrogenen nahe der Nachwei sgrenzen war nicht
moglich. Dennoch sind die Ergebnisse dieses Wiederfindungsexperiments der Voll-
standigkeit halber aufgefihrt. Das chromatographische Verfahren konnte theoretisch
zur Aufreinigung von stark verschmutzten Wasserproben eingesetzt werden.

Das Prinzip der chromatographischen Abtrennung beruht darauf, dass unpolare
Substanzen und Schwefel in die Vorfraktion eluieren und anschlief3end die pheno-
lischen Xenoestrogene von stark polaren Substanzen wie organischen Sauren und
Polyphenolen, die auf der Saule adsorbiert bleiben, abgetrennt werden.

Die Ergebnisse aus den einzelnen Fraktionen sind in Tab. 12 dargestellt. In die
Pentanfraktion eluierte keines der acht phenolischen Xenoestrogene. Zur ihrer
moglichst vollstandigen Elution musste ein Eluent mit einem stark polaren Anteil
ausgewdhlt werden. Die Eluentenmischung n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2)
ermoglichte eine Wiederfindung zwischen 65 und 85 %. Bei der Erhdhung des
Elutionsmittelvolumen auf 10 ml zeigten die Wiederfindungsraten nur einen minimal
Anstieg. Bei Bisphenol A konnten maximal 5 % mehr gefunden werden. Die Erhohung
des Elutionsmittel volumens birgt jedoch die Gefahr, dass polarere Substanzen abgel dst
werden und den Extrakt verschmutzen Aus diesem Grund sollte das Elutionsvolumen
nur 5 ml betragen.
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Tab. 12.  Wiederfindungsraten (+ RSD) nach Chromatographie an 1,7 g Silicagel (n
= 5). Auf die Saulen wurde 1 pg je Komponente aufgegeben. Die Ergeb-
nisse der einzelnen Fraktionen, sowie die Summe aus der Elution und der
Nachelution mit n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) sind aufgefihrt.

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
Vorelution Elution Nachelution Summe
5ml Pentan 5ml? 5ml®

4-tert-Octylphenol - 805 2 82+6

4-Nonylphenol* - 808 2 82+9

Bisphenol A - 779 8 85+12

2-tert-Butyl-4-methylphenol - 85+ 6 - 85+ 6

4-Hydroxybiphenyl - 81+ 10 1 82+ 11

2-Hydroxybiphenyl - 767 1 77+8

4-Chlor-3-methylphenol - 797 2 817

4-Chlor-2-methylphenol - 65+ 10 2 67+9

®Heptan/Ethylacetat/M ethanol (6:2:2)
*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tiber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

443 Methodische Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen héngen unmittelbar von
Aspekten des Extraktions- und clean up-Verfahrens und den instrumentellen Nach-
weis- und Bestimmungsgrenzen (vgl. 111.1 4.2.3) ab. Die extrahierte Probenmenge, das
Volumen des eingeengten Extraktes und das zur Derivatisierung enthommene Aliquot
mussen zur Berechnung der methodischen Nachwels- und Bestimmungsgrenzen fir
feste Proben mit einbezogen werden.

Die instrumentellen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tab. 13 angegeben.
Sie wurden auf eine Probenmenge von 3 - 10 g, ein Endvolumen des Extraktes von 0,5
bzw. 5 ml und auf ein Aliquot zur Derivatisierung zwischen 20 und 50 ul bezogen.
Allerdings ist hierbei zu beachten, dass nur die Hexanphase ein Endvolumen von 5 ml
erreichte. Der SPE-Extrakt der wassrigen Phase wurde generell auf 0,5 ml eingeengt.
Deshalb resultierten fur die phenolischen Xenoestrogene, die vollstandig in die
wassrige Phase ausgeschittelt werden konnten, niedrigere Nachweis- und Bestim-
mungsgrenzen. Die Nachweisgrenzen lagen fur die acht phenolischen Xenoestrogene
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zwischen < 0,5 und 18,7 ng/g. Die unteren Bestimmungsgrenzen lagen innerhalb einer
Spanne von 0,6 bis 35 ng/g.

Tab. 13: Nachweiss und untere Bestimmungsgrenzen der analytischen
Methoden fur 3 bzw. 10 g Trockengewicht (Klarschlamm bzw.

Sediment).
Substanz Nachweisgrenze untere Bestimmungsgrenze
[ng/g] [ng/g]
4-tert-Octylphenol <05-<165 1-30
4-Nonylphenol* 0,5-18,7 1-35
Bisphenol A <05-<17 2-8
2-tert-Butyl-4-methylphenol  0,5- 17,2 1-35
4-Hydroxybiphenyl <05-<17 1-3
2-Hydroxybiphenyl <05-<17 1-4
4-Chlor-3-methylphenol <06-<18 06-2
4-Chlor-2-methylphenol <06-<19 06-2

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-Isomere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und
10.

4.4.4 Reproduzierbarkeit

Das entwickelte Extraktions- und clean up-Verfahren fir feste Proben wurde auf seine
Reproduzierbarkeit getestet. Klarschlamm wurde als komplexe Matrix mit einem
hohen organischen Anteil ausgewdahlt, um die Leistungsfahigkeit der Aufreinigung in
besonderem Mal3e auf die Probe zu stellen. Vier Aliquote einer Klarschlammprobe
(Kléarschlamm nach Trocknung vom 12.3.98 der Klaranlage Steinhdule, Ulm/Neu-
Ulm) wurden mit dem entwickelten Extraktions- und clean up-Verfahren aufbereitet.

Die quantitativen Ergebnisse aus den vier unabhangigen Analysen sind in Abb. 20
dargestellt. Die identifizierten phenolischen Xenoestrogene sind von links nach rechts
mit abnehmender Konzentration angeordnet. Die relativen Standardabweichungen der
Vierfachbestimmung lagen zwischen 16 und 34 %. Die Ubereinstimmung der
Einzelmessungen der sechs quantifizierten Komponenten in Verbindung mit den
resultierenden Standardabwei chungen beweisen die Reproduzierbarkeit der entwickel-
ten Methode und ihre Anwendbarkeit auf schwierige Matrizes, wie Klarschlamm.
Auch bei Verwendung der Mischung Hexan/Aceton/Diethylether (5:5:1) + 0,1 %
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(V/V) HCI conc. as Extraktionsmittel konnten im Vorfeld dieses Experimentes funf
der phenolischen Xenoestrogene in derselben Klarschlammprobe (Dreifachbestim-
mung) reproduzierbar analysiert werden (Bolz et a. 1999 und vgl. Extraktions
ausbeuten bei 111.1 4.4.1.1).

Konzentration im

_ Reproduzierbarkeit der quantitativen Analyse von
Trockengewicht

phenolischen Xenoestr ogenen in Klarschlamm

/
4 IM9d]
3,04 B  Andysel
31 O Anayse?2
B Analyse3

Anayse 4

1 .
042 023 022 0040’05 001 0,02
. 0,17 011003 004001 001
4-Nonyl-  Bisphenol  4-t-Octyl- 2- 4-Chlor- 4-
phenol * A phenol Hydroxy-  3-methyl-  Hydroxy-

biphenyl phenol biphenyl
*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tiber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 20:  Unabhangige Analyse von vier Aliquoten einer Klarschlammprobe (Klér-
schlamm nach Trocknung vom 12.3.99 des Klarwerks Steinhéule,
Ulm/Neu-Ulm) nach Anwendung der entwickelten Extraktions- und clean
up-Methode. Die Konzentrationen sind in pg/lg Trockengewicht
angegeben.

4.45 Probenahme, Probenlagerung und -vor bereitung

Probenahme

Die Probenahme bei festen Proben erfolgt aus der sogenannten Grundgesamtheit durch
eine begrenzte Anzahl an Einzelproben. Bel Sedimentproben gestaltet sich die
reprasentative Probenahme in der Regel sehr schwierig, bedingt durch Flussbreite,
Wasserstand und steile Uferbdschungen. Die Probenahme von Sedimenten erfolgte
punktuell oder Uber einen Bereich von wenigen Metern im leicht zuganglichen
Uferbereich. Es wurden mehrere Einzelproben des Oberflachensediments (1 - 4 cm)
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direkt in ein gereinigtes Braunglas geflllt ohne Verwendung sonstiger Probenahme-
gerdte, wie Schaufeln etc., um Kontaminationen zu vermeiden.

Die Probenahme von Klarschlammen, die bei der Abwasser- und Schlammbehandlung
anfallen, (zentrifugierter bzw. dinnschichtgetrockneter Schlamm, Primér- und Uber-
schussschlamm) erfolgte in Form von Stichproben. Die zentrifugierten und dinn-
schichtgetrockneten Klarschlammproben hatten dennoch reprasentativen Charakter, da
bei der Trocknung eine standige Durchmischung stattfindet.

Probenlagerung und -vor bereitung

Grundsétzlich sollten feste Proben sofort aufgearbeitet werden, um mikrobielle Abbau-
reaktionen zu verhindern. Sedimentproben wurden am Tage der Probenahme aufge-
arbeitet, Klarschlammproben wurden bis zur Aufbereitung bel 4 °C im Dunkeln ge-
lagert.

Bei festen Proben kommt der Probenvorbereitung eine grof3e Bedeutung zu. Das Zi€l
der Probenvorbereitung war es, eine getrocknete und homogene Probenmatrix zu
erhalten. Generell unterscheiden sich feste Proben in ihrem Wasser- bzw. Feststoff-
gehalt. Sedimente weisen einen sehr hohen Feststoffgehalt auf. Dagegen unterscheiden
sich die einzelnen Klérschlammarten stark in ihrem Feststoffgehalt. Dinnschldamme,
wie Priméar- und Sekundarschlamme weisen einen Feststoffgehalt von 1 - 3 % auf.
Entwasserte bzw. getrocknete Schldmme, sogenannte stichfeste Schlamme, erreichen
z.B. nach Zentrifugation bis zu 25 % Trockensubstanz (TS) und nach zusétzlicher
Dunnschichttrocknung bei 100 °C bis zu 45 % Feststoffgehalt. Zur Gefriertrocknung
der Proben wurden die Dinnschlamme teilweise durch Zentrifugation von ihrem hohen
Wasseranteil befreit. Feste Proben unterscheiden sich auch in ihrer Feststoff-
zusammensetzung. Um Inhomogenitéten in einer Probe zu vermeiden, wurden die
Proben pulverisiert oder gemahlen. Je feiner die Partikel, desto homogener die Probe
und desto grofler die Oberflache, die bei der Extraktion zu einer besseren Benetzung
mit Losungsmittel fuhrt. Folglich konnten Einschlussverbindungen, die bel Sedimenten
aus Alterungsprozessen resultieren, besser herausgeldst werden. Sedimentproben
wurden vor der Gefriertrocknung gesiebt, um gréberes Material abzutrennen, das die
reprasentative Verteilung verfal schen wirde.

44.6 Zusammenfassung
Die Entwicklung einer geeigneten Analysenmethode zur simultanen Bestimmung von

4-Nonyl- und 4-tert-Octylphenol, Bisphenol A, 2-tert-Butyl-4-methylphenol, 2- und 4-
Hydroxybiphenyl sowie 4-Chlor-3-methylphenol und 4-Chlor-2-methylphenol in



ﬁww Il Ergebnisse und Diskussion

Sediment und Klérschlamm stellte eine noch grofdere Herausforderung dar als die der
Entwicklung eines Analysenverfahrens fir wassrige Proben. Wie bereits in den
Kapiteln zur Extraktion und zur Aufreinigung (I11.I 4.4.1 und 4.4.2) deutlich
angeklungen, wurden bisher nur Analysenmethoden zur Bestimmung von 4-Nonyl-
phenol und 4-tert-Octylphenol in diesen schwierigen Matrizes beschrieben. Die
Etablierung eines clean up-Verfahrens schien aufgrund der strukturellen Unterschiede
der acht phenolischen X enoestrogene besonders schwierig.

Eine Adsorptionschromatographie an 1,7 g Kieselgel fuhrte nicht zu einer optimalen
Aufreinigung der Extrakte. Aufgrund von Interferenzen konnten Substanzen im
unteren ppb-Bereich (ng/g) nicht zweifelsfrel identifiziert werden. Zur Aufreinigung
der Klarschlamm- und Sedimentextrakte musste somit eine vollig andere Strategie
gewahlt werden.

Das entwickelte und validierte Extraktions- und clean up-Verfahren ist in einer
Ubersichtlichen Darstellung in Abb. 21 zusasmmmengefasst. Es beinhaltet die Soxhlet-
extraktion der gefriergetrockneten und homogenisierten Probe. Die Extraktion erfolgte
unter sauren Bedingungen mit einer Mischung aus Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1
% (V/V) HCI, um sowohl die freien als auch die chemisch gebundenen (Phenolate)
Phenole aus der Matrix herauszul6sen. Nachdem der Extrakt eingeengt und in Hexan
Uberfihrt wurde, erfolgte die Aufreinigung, indem die Lésung dreimal mit 2 M NaOH-
L 6sung ausgeschittelt wurde. Die Phenole wurden als Phenolate in die wéssrige Phase
Uberfuhrt. Nach dem Ansduern wurden die Komponenten, die in die wassrige Phase
Ubergingen, auf 200 mg ENV +-Festphase angereichert und anschlief3end mit Aceton
(oder Ethylacetat) eluiert. Die in der organischen Phase verbliebenen Komponenten
(vgl. Verteilung 111.1 4.4.2) wurden ohne weitere Aufreinigung direkt derivatisiert und
mittels HRGC/LRM S vermessen.

Die Quantifizierung erfolgte analog dem Analysenverfahren fir wassrige Proben Uber
externe Kalibrierung. Die unteren Bestimmungsgrenzen lagen fir 3 - 10 g Probe im
unteren ppb-Bereich zwischen 0,6 und 35 pg/kg Trockengewicht.
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Probenvor bereitung
Klarschlamm oder Sediment wurde gefriergetrocknet und homogenisiert
3 - 10 g Probe wurden extrahiert

|

Soxhlet-Extraktion
24 h
Extraktionsmittel:
Methanol/Diethylether (10:1) + 0,1 % (V/V) HCI conc.

'
Extrakt
wurde auf 2-3 ml eingeengt und quantitativ in 50 ml Hexan Uberfuhrt

Aufreinigung
Extrakt wurde 3 mal mit je 20 ml 2 M NaOH ausgeschittelt (3 x 2 min)

!

Kombinierte NaOH-Phase Hexan-Phase

Ansduern auf pH 2,5 mit HCI conc.

Soxhletextraktion
200 mg ENV+
Konditionierung mit 6 ml Aceton,
10 ml Methanol und 6 ml
demineralisiertem Wasser (pH2)

!

Elution mit 2x 2,5 ml Aceton
Waschen mit 6 ml deminerali-
siertem Wasser (pH 2)

Einengen auf 0,5 ml unter N, Einengen auf 0,5 ml oder 5 ml unter N,

l

Derivatisierungund HRGC/LRM S

Abb. 21:  Schematische Darstellung des Analysenverfahrens zum Nachwels von
phenolischen Xenoestrogenen in festen Proben.
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5 Natirliche und synthetische Estrogene und 17(B-Sitosterol in
wassrigen Proben

Die in dieser Gruppe zusammengefassten Substanzen sind strukturell den Steroiden
zuzuordnen. Steroide, zu denen unter anderem Sterole und Sexualhormone gehoren,
weisen as gemeinsames Grundgeriist das Gonan auf (Abb. 22). Die drel weiblichen
Sexualhormone 173-Estradiol, Estriol und Estron und das synthetische Estrogen 170-
Ethinylestradiol sind durch einen aromatischen Ring A und durch zwei Sauerstoff-
funktionen in Position 3 und 17 charakterisiert. Die in Position 3 sitzende Hydroxyl-
gruppe besitzt phenolischen Charakter.

Das pflanzliche Sterol 17B-Sitosterol, das sich von Cholesterol, dem Grundbaustein
der Steroidhormone, nur durch eine C,-Einheit in der C17-standigen Seitenkette
unterscheidet, weist im Gegensatz zu den nattirlichen und synthetischen Estrogenen
einen gesdttigten A-Ring auf. Strukturmerkmal aller Sterole ist eine 3(3-
Hydroxylgruppe und eine an Position 173 konfigurierte Seitenkette.

17B3-Estradiol  OH H H

Estriol OH H OH

Estron =0 H
170-Ethinylestradiol OH C=CH H

173-Sitosterol

Abb. 22: Gemeinsame Steroidgrundstruktur bel den natlrlichen, synthetischen
Estrogenen und dem pflanzlichen Sterol 173-Sitosterol.

Die in dieser Arbeit untersuchten Steroide weisen aufgrund ihrer variierenden
Substituenten unterschiedliche Polaritdten auf. Estriol ist durch die dritte Hydroxyl-
gruppe in Position 16 deutlich polarer as die anderen Verbindungen. Wegen des
fehlenden phenolischen Charakters und der volumindsen Seitenkette in Position 17
stellt 173-Sitosterol die lipophilste Verbindung dar.
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Basierend auf verschiedenen, in der Literatur beschriebenen Methoden und der bereits
entwickelten Extraktionsmethode zur quantitativen Bestimmung von phenolischen
Xenoestrogenen in wassrigen Proben wurde ein Analysenverfahren zum simultanen
Nachweis von 17B3-Estradiol, Estriol, Estron, 17a-Ethinylestradiol und 17(3-Sitosterol
in wassrigen Proben entwickelt. Um Zulauf/Ablauf-Bilanzierungen erstellen zu
konnen, sollte dieses Analysenverfahren auch die Untersuchung von ungereinigtem
Abwasser ermoglichen. Das natlrliche Estrogen Estriol wurde bisher kaum in
wassrigen Proben bestimmt (Kalbfus 1997, Desbrow et al. 1998, Ternes et a. 19993,
Belfroid et al. 1999). Es sind vor alem Methoden beschrieben, die Estriol unter
anderem in Urin oder Fleisch nachweisen (Fotsis und Adlercreutz 1987, Hartmann und
Steinhart 1997). Eine neu vorgestellte GC-MS/MS-Methode mit On-Line-Silylierung
soll zur Bestimmung von Estriol in wassrigen Proben eingesetzt werden (Holtey-
Weber et a. 1999a). Allerdings wurden bisher noch keine Wiederfindungsunter-
suchungen publiziert, erste Messergebnisse wurden als Posterbeitrag vorgestellt
(Holtey-Weber et al. 1999b).

5.1 HRGC/LRMS

Zunehmend wird die quantitative Bestimmung von Steroiden mittels GC/M S bzw. GC-
MS/MS durchgefiihrt (Benfenati et al. 1994, De Brabander et al. 1996, Stumpf et al.
1996, Hynning et al. 1997, Desbrow et al. 1998, Ternes et a. 1999a, Belfroid et al.
1999). Durch Einsatz der hochauflGsenden Massenspektrometrie kann die Selektivitét
und Empfindlichkeit deutlich gesteigert werden (Kalbfus 1997). Die Anwendung von
Immunoassays zur Bestimmung von Steroiden wurde bereits in den 70er Jahren in der
Literatur beschrieben (Lindner et al. 1972, Korenman et al. 1974, Rurainski et al.
1977). Sie stellen nach wie vor eine sehr populdre Methode dar (Aherne und Briggs
1989, Shore et al. 1993, Gleixner und Meyer 1997). Kehrseite ist die relativ geringe
Spezifitdt der Antikorper und die dadurch maogliche Kreuzreaktivitdt bei der
immunologischen Reaktion, die zu unakzeptablen, falsch positiven Ergebnissen fuhren
(Perona und Paven 1993).

5.1.1 Derivatisierung

Aufgrund ihrer sehr geringen Flichtigkeit werden Steroide zur Bestimmung mittels
GC/MS in der Regel derivatisiert. Adlercreutz et al. (1986) erachten die Derivati-
sierung als absolut notwendig, da Estrogene und im besonderen 2-Hydroxyestron stark
im Inlet und/oder auf der Kapillarséule adsorbiert werden. Desbrow et a. (1998) detek-
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tierten Estron, 17B-Estradiol und 17a-Ethinylestradiol in ihrer freien Form, konnten
jedoch bestétigen, dass die GC/MS-Anayse ihrer Silylether eine Empfindlichkeits-
steigerung erzielte. Die Silylierung stellt eine sehr géangige Derivatisierungsmethode
fur Steroide dar (Heikkinen et al. 1981, Fotsis und Adlercreutz 1987, Stumpf et al.
1996, Schlett und Pfeifer 1996). Aullerdem werden Steroide mit Heptafluorbutter-
sdureanhydrid umgesetzt (Perona und Paven 1993, Casademont et al. 1996).

In dieser Arbeit erfolgte die Derivatisierung der Steroide Uber eine Silylierung (vgl.
V.l 2.6.1). Verschiedenste Varianten und Reagenzien, die zur Silylierung eingesetzt
werden konnen, standen zur Verfiigung. Gute Erfolge wurden mit einer 3:2:3-
Reagenzmischung aus N,O-bis-Trimethylsilylacetamid (BSA), Trimethylchlorsilan
(TMCS) und N-Trimethylsilylimidazol (TMSI) erzielt (Stumpf et a. 1996,
Wiesmiller, personliche Mittellung 23.6.1998). Da das Silylierungsreagenz sehr
feuchtigkeitsempfindlich ist, war es absolut notwendig, dass Probenextrakte, Spritzen
und Gléaschen kein Restwasser aufwiesen. Die Reagenzmischung konnte vorteilhafter-
weise als Fertigreagenz Sylon BTZ (Supelco) in kleinen Glasampullen a2 ml bezogen
werden. Durch Inkubation der mit Sylon BTZ versetzten Standards und Proben-
extrakte fir 1 h bei 80 °C konnte eine sehr empfindliche und stérungsfreie GC/MS-
Analyse aler funf Steroide erzielt werden. Es wurden je nach Anzahl der Hydroxyl-
substituenten Mono-, Bis- oder Tris-(trimethylsilyl)-Derivate (TMS-, BisTMS- oder
Tris TMS-Derivate) detektiert (vgl. Tab. 14). Eine Abspaltung der Ethinylgruppe bei
170-Ethinylestradiol wurde nicht beobachtet. Bel Verwendung von reinem N-Methyl-
N-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid als Silylierungsreagenz wurde neben der Bildung
des erwinschten Di-TMS-Ethinylestradiol das Hauptreaktionsprodukt TMS-Estron
beobachtet (Holtey-Weber et al. 1999a), das die paralele stérungsfreie Detektion von
Estron und 17a-Ethinylestradiol gefahrdet.

5.1.2 Massenspektrometrische | dentifizierung

Die Identifizierung und Quantifizierung der Steroide erfolgte wie die der phenolischen
Xenoestrogene im SIM-Modus. Die hierfir ausgewahlten signifikanten Molekil- und
Fragmentionen wurden durch Aufnahme der Massenspektren im Scan-Modus ausge-
wahit (vgl. Abb. 23a+ 23b).

Bei hohermolekularen Substanzen, wie den Steroiden, ist es fur eine sichere und
empfindliche Identifikation ideal, wenn das Molekulion wie bei Estron die grofie
Intensitét aufweist. Vor allem 1703-Sitosterol, Estriol und 17a-Ethinylestradiol wiesen
in ihren aufgenommenen Massenspektren Mol ektilionen mit geringen Intensitéten auf.
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Abb. 23b: Massenspektren (D und E) der Trimethylsilylether
von Estriol und 17(3-Sitosterol, aufgenommen im
Scan-Modus.

Die Auswahl der lonen erfolgte al'so unter dem Kompromiss, intensive lonen mit einer
moglichst grofien Masse auszuwéhlen. Es wurden mindestens drei 1onen ausgewahlt,
da nach De Brabander et al. (1993, 1996) bel der Detektion von nur zwei lonen
| sotopeninterferenzen zu falsch positiven Ergebnissen fihren konnen. Vier oder mehr
lonen wéren theoretisch ideal, aber bel Konzentrationen im Spurenbereich ohne
Empfindlichkeitsverlust nicht praktikabel. Fir eine objektive analytische Entscheidung
scheinen drei 1onen ein akzeptabler Kompromiss (De Brabander et al. 1993, 1996).

Die Kompromisse, die bel der Auswahl geeigneter lonen eingegangen wurden, zeigen
die Schwierigkeit der Steroidanalytik deutlich auf. Die Forderung nach lonen mit
hohen Massen wurde vor allem bei der Analytik realer Proben deutlich. Je hoher der
m/z-Wert des detektierten, ausgewdhlten lons, desto niedriger und sauberer die
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Basislinie und desto sicherer die Identifikation der Substanz. Das Fragmention mit m/z
= 129, das bei 17[B-Sitosterol, 17B-Estradiol und bei Estriol mit 100 %-Intensitét
auftrat, ist der Basispeak der meisten silylierten 5-En-Sterole und auch vieler silylierter
Komponenten (Benfenati et al. 1994). Dennoch wurde 17(3-Sitosterol Uber dieses
Fragmention m/z = 129 quantifiziert. Die Aufnahme von 17(3-Sitosterol in einem
eigenen Fenster ermdglichte die Detektion einer Reihe weiterer lonen und somit seine
eindeutige |dentifizierung.

Die charakteristischen lonen wurden im SIM-Modus erst ab 11,50 min registriert, um
Filament und lonenquelle nicht unnétig durch aggressives Silylierungsreagenz zu
belasten, das vor diesem Zeitpunkt eluierte. Zur Steigerung der Empfindlichkeit in
Folge einer Erhdhung der ,,dwell time“ (Verwellzeit pro Masse je Registrierzyklus)
wurden die lonen in 3 Gruppen bzw. Fenstern registriert (vgl. Tab. 14.).

Tab. 14:  Auflistung der silylierten Steroide mit steigender Retentionszeit und ihrer
charakteristischen lonen, die in 3 Zeitfenstern im SIM-Modus registriert
wurden. Das Quantifizierungsion ist fett gekennzeichnet und das Mol ekl -
ion ist separat angegeben. Die Anzahl der Trimethylsilyl (TMS)-Gruppen

je Steroid sind angegeben.
Zeitfen-  Substanz Anzahl Retentions- Molekil- charakteristische
ster SIM- der zeit ion lonen
Modus) TMS  [min] m/z m/z
1 (1) 17B-Estradiol 2 13,35 416 416, 285, 129
(2) Estron 1 13,51 342 342, 257, 218
2 (3) 17a-Ethinylestradiol 2 14,52 440 285, 232, 196
(4) Estriol 3 15,22 504 345, 311, 129
3 (5) 17B-Sitosteral 1 22,30 486 396, 357, 145,
129, 107

5.1.3 Gaschromatographische Trennung

Die Abb. 24 zeigt das TIC der funf Steroide, das im Scan-Modus unter den in IX [X.1
2.6.2 beschriebenen gaschromatographi schen Bedingungen aufgenommen wurde.

Durch Temperaturprogrammierung unter konstantem Heliumfluss konnte eine scharfe
Trennung der finf TMS-Derivate auf der 30 m DB XLB-Saule erzielt werden. Die
Retentionszeiten der einzelnen Komponenten sind in Tab. 14 angegeben. Die Steroid-
derivate eluierten mit abnehmender Polaritét. Durch die dreifache TMS-Veretherung



%ﬂwﬂmﬂw Il Ergebnisse und Diskussion

nimmt die Polaritét von Estriol ab, sodass es auf der unpolaren DB XLB-Séule erst as
vierte Komponente eluierte. Die TMS-Derivate weisen demnach eine andere Polari-
tétsfolge auf, als die freien Steroide (vgl. I11.1 5).

Abygdange
] 2
500000 -
‘ 3
: 1
400000 - 4
300000 A
5
200000 -
100000 A
. 0 }|¥lh|‘l T T IT‘| T T Al ' TTrFTI|1| ll T lll‘llll' rl|’A|’]'[ Al T T L
Time--> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

Abb. 24:  TIC der funf Steroide, aufgenommen im Scan-Modus. Bezifferung ver-
gleiche Tab. 14.

5.1.4 Quantifizierungund Linearitét

Die Quantifizierung erfolgte analog den phenolischen Xenoestrogenen Uber eine
interne Quantifizierung unter Verwendung extern ermittelter Responsefaktoren (vgl.
[11.1 4.2.1). Als interne Quantifizierungstandards standen Ds-Testosteron und D,-17[3-
Estradiol zur Verfligung. Do-17B-Estradiol wurde vorgezogen, da es bei der Analytik
realer Proben deutlich empfindlicher als Ds-Testosteron detektiert werden konnte.
Vermutlich reagiert Ds-Testosteron unter den angewandten |nkubationsbedingungen
nicht vollstandig mit dem Silylierungsreagenz.

Der instrumentelle lineare Quantifizierungsbereich wurde fir jedes Steroid separat
durch Analytik der sechs Arbeitsstandards 1:100 bis 1:50000 (absolut 2 - 5 ng bis 10 -
25 pg) bestimmit.

Die Nachweisgrenze wurde Uber das Signal/Rausch-Verhdltnis von 3:1 ermittelt. Die
untere Bestimmungsgrenze wurde, wie bei den phenolischen Xenoestrogenen, experi-
mentell Uber die Linearitét der einzelnen Responsefaktoren ermittelt. (vgl. 111.1 4.2.3).
Da selbst nach Erreichen der Nachweisgrenze der lineare Bereich noch nicht verlassen
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wurde, waren die Bestimmungs- und Nachweisgrenzen der natirlichen und
synthetischen Estrogene identisch (vgl. Tab. 15). Sie lagen zwischen 10 und 17 pg. Die

untere Bestimmungsgrenze von 173-Sitosterol lag bel 150 pg und die Nachweisgrenze
war < 25 pg.
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Abb.25:  Diagramm A und B zeigen den linearen instrumentellen Quantifizierungs-
bereich der funf Steroide (absolut). Die untere Bestimmungsgrenze bildet
bei den vier natlrlichen und synthetischen Estrogenen auch die
Nachweisgrenze. Die Werte wurden in einer doppeltlogarithmischen
Skalierung aufgetragen.
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Tab. 15:  Die instrumentellen Nachweisgrenzen und unteren Bestimmungsgrenzen
der funf Steroide, sowie die Korrelationskoeffizienten der Kalibrier-
geraden aus Abb. 25.

Substanz Nachweisgrenze  untere Bestimmungs-  Korrelations-
[pg absolut] grenze koeffizient
[pg absolut] R?

17B-Estradiol 10 10 0,9999
Estron 17 17 1
17a-Ethinylestradiol 11 11 0,9999
Estriol 10 10 0,9896
17B3-Sitosterol <25 150 0,9996

In Abb. 25 ist der lineare Bestimmungsbereich der fiunf Steroide dargestellt, der vor
jeder Sequenz zur Analytik realer Proben Uberprift wurde. Es wurde zur Uber-
sichtlichen Darstellung des linearen Bereichs, der sich Uber einen Konzentrations-
bereich zwischen ca. 10 pg und 5 ng erstreckt, analog den phenolischen Xeno-
estrogenen, eine doppeltlogarithmische Skalierung gewahit.

52 Extraktion und Aufreinigung

Dadie Steroidanalytik urspriinglich aus dem medizinischen Bereich kommt, hat sich in
der Umweltanalytik zur Anreicherung der Steroide aus wassrigen Matrizes ebenfalls
die Festphasenextraktion durchgesetzt (Schlett und Pfeiffer 1996, Stumpf et al. 1996,
Routledge et al. 1998, Belfroid et a. 1999). In Anlehnung an die bereits fir
phenolische Xenoestrogene entwickelte Analysenmethode wurde die Festphasen-
extraktion unter Verwendung des Styroldivinylbenzol-Copolymers ENV+ zur An-
reicherung der finf Steroide getestet. Zur Uberprifung des Verfahrens wurden
Wiederfindungraten bestimmt und Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit durch-
gefthrt. Als Testmatrizes wurden Leitungswasser und Quellwasser (Breitenbach,
Reutlingen) eingesetzt. Die Steroide konnten allerdings im Konzentrationsbereich von
3 ng/l ohne Aufreinigung (clean up) nicht mehr detektiert werden. Deshalb wurde
parallel ein clean up, basierend auf der Methode von Stumpf et al. (1996), entwickelt.
Die detaillierten Ergebnisse der Untersuchungen sind in den folgenden Kapiteln
zusammengefasst.
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5.2.1 Extraktion

Die validierte Extraktionsmethode ist detailliert unter 1V.l 2.4.1 beschrieben und
unterscheidet sich von der fir phenolische Xenoestrogene nur darin, dass aus
schliefdlich Ethylacetat zur Elution eingesetzt wurde. Die Wasserproben wurden analog
den phenolischen Xenoestrogenen vor der Extraktion auf pH 2,5 angesduert. Die
Einstellung des Salzgehaltes war fir die Steroide nicht notwendig, wurde aber dennoch
durchgefiihrt, um die beiden Methoden aufeinander abzustimmen.

Tab. 16:  Elutionsmittelvergleich: Erzielte Wiederfindungsraten (£ RSD)
der funf Steroide nach Anreicherung von 1 | Leitungswasser
(20 - 20 ng/l je Komponente) auf 200 mg ENV +-Festphase und
Elution mit Aceton oder Ethylacetat (2 x 2,5 ml).

Substanz Wiederfindungsrate(+ RSD) [%]
Aceton (n=23) Ethylacetat (n = 3)

17B-Estradiol 73+6 99+4

Estron 103+ 9 122+ 1

17a-Ethinylestradiol 76+ 8 97+2

Estriol 51+8 90+04

17B-Sitosterol 36+24 78+ 28

Die Elution mit Aceton ergab fur die funf Steroide nur méaldig befriedigende
Wiederfindungsraten zwischen 36 und 103 % (vgl. Tab. 16). Vor allem Estriol und
17B3-Sitosterol wurden mit 51 bzw. 36 % schlecht wiedergefunden. Loslichkeits-
versuche mit verschiedenen organischen Losungsmitteln zeigten fur 173-Sitosterol in
Aceton, Methanol und n-Heptan eine schlechte Lodlichkeit, dagegen in Ethylacetat
eine gute Lodichkeit, die durch Zugabe von wenigen Tropfen n-Heptan nochmals
deutlich gesteigert werden konnte. Demnach war es naheliegend, Ethylacetat als
Elutionsmittel zu testen. Die Wiederfindungsraten nach Festphasenextraktion von ca.
10 - 20 ng/l je Komponente und Elution mit zweimal 2,5 ml Ethylacetat sind ebenfalls
in Tab. 16 aufgefihrt. Sie lagen fur ale finf Komponenten bei tber 78 %. Auf Grund
dieses guten Ergebnisses wurde die Elution bel der Festphasenextraktion bei allen
weiteren Untersuchungen mit Ethylacetat durchgefihrt.
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5.2.2 Aufreinigung

Das von Stumpf et a. (1996) beschriebene Aufreinigungsverfahren beinhaltet eine
Adsorptionschromatographie an 1 g Silicagel (desaktiviert mit 1,5 % H,O) unter
Verwendung einer Mischung aus 65 % Hexan und 35 % Aceton als Laufmittel. In der
vorliegenden Arbeit wurde durch Variation des Eluenten die Methode so verandert,
dass auch Estriol quantitativ wiedergefunden werden konnte. In Tab. 17 sind die
Ergebnisse der einzelnen Wiederfindungsversuche in Abhéngigkeit von verschiedenen
Eluenten aufgefthrt. Die beiden Mischungen aus n-Heptan und Aceton bzw. Ethyl-
acetat im Verhdltnis 6:4 erbrachten vergleichbare Ergebnisse. Die Wiederfindungs-
raten lagen fur alle Steroide aulZer fur Estriol mit Gber 82 % sehr hoch. Durch Auftrag
der Steroide auf die Kieselgelsdulen in zwei Konzentrationsbereichen (,, Spiking-
Level“: 1 - 2 ng/l und 10 - 20 ng/l) konnte fur die Mischung n-Heptan/Aceton (6:4)
gezeigt werden, dass sich die Wiederfindungsraten Uber diesen Konzentrationsbereich
linear verhalten. Dieses Ergebnis ist vermutlich auch auf die beiden anderen
Elutionsmischungen Ubertragbar.

Tab. 17:  Optimierung des clean up (Adsorptionschromatographie an 1 g Silicagel,
desaktiviert mit 1,5 % H,O) fur Steroide durch Vergleich verschiedener
Eluentenmischungen.

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
n-H/A® (6 : 4) N-H/E®(6:4) n-H/IEIM?(6:2:2)
(n=3) (n=3) (n=5)
»Opiking-Level® 1-2ng/l 10-20ng/l 10-20ng/l 10- 20 ng/l

17B-Estradiol 117+6 8311 91+3 95+8
Estron 105+8 95+10 100+ 6 119+ 9
17a-Ethinylestradiol 102+4 908 91+11 99 +7
Estriol 65+15 40zx11 9+ 29 805
173-Sitosterol <BG 82+5 123+ 3 n.b.*

*nicht bestimmbar, da das Elutionsmittel mit 173-Sitosterol kontaminiert war.
®A (Aceton); n-H (n-Heptan); E (Ethylacetat)

Indem 2 der 4 Teile Ethylacetat durch 2 Telle Methanol ersetzt wurden, konnte die
Polaritét des Eluenten erhéht werden, ohne gleichzeitig prozentual den Volumenanteil
der lipophilen Komponente zu verringern. Durch Verwendung des Laufmittels n-
Heptan/Ethylacetat/M ethanol (6:2:2) konnte das deutlich polarere Estriol nun mit einer
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Wiederfindung von 80 % von der Kieselgelsaule eluiert werden. Durch Erhéhung der
Polaritét bestand die Gefahr, dass die auf der Silicagel-Saule adsorbierten polaren
Komponenten, die es abzutrennen galt, coeluierten. Extrakte der Abwasserproben
konnten jedoch mit der Mischung n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) ausreichend
gereinigt werden, sodass eine storungsfreie GC/MS-Anaytik moglich war. Die
Aufreinigung unter Verwendung dieser Eluentenmischung stellte demnach einen
brauchbaren Kompromiss dar, bei dem die Reinigungsleistung noch nicht beein-
trachtigt war. Wichtig bei der Elution mit n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) war
alerdings, dass die Kieselgelsaule vor dem Probenauftrag mit mindestens 10 ml dieser
Mischung vorgespult wurde. Dadurch wurde eine vollstandige Benetzung des Kiesel-
gels gewédhrleistet. Ein Entzug einer Elutionsmittelkomponente wahrend der Elution
hétte eine Phasentrennung im Eluat zur Folge. n-Heptan und Methanol sind in dem
vorliegenden Mischungsverhaltnis nicht miteinander mischbar, Ethylacetat fungiert in
dieser Mischung al's Ldsungsvermittler.

5.2.3 Uberprifung des gesamten Extraktions- und Aufreinigungsverfahrens
5.2.3.1 Dotierte(s) Leitungswasser bzw. reale Probe

Das entwickelte Extraktions- und Aufreinigungsverfahren wurde durch Bestimmung
von Wiederfindungsraten in sechs Aliquoten von dotiertem Leitungswasser Uberprift.
Zur Ermittlung des Einflusses von Matrixeffekten wurde Quellwasser (Breitenbach)
mit den finf Steroiden versetzt (sechsfacher Ansatz) und ebenfalls die Wieder-
findungsraten bestimmt. Parallel wurde zu jedem Ansatz eine Blindprobe analysiert.
Durch Mehrfachbestimmung bei diesen beiden Experimenten konnte gleichzeitig die
Reproduzierbarkeit der Methode tberprift werden.

Die Ergebnisse der Wiederfindungsraten und relativen Standardabweichungen fir die
sechs Aliquote Leitungswasser (mit ca. 10 - 20 ng/l je Komponente gespikt) und fir
die sechs Aliguote Quellwasser (mit ca. 3 - 6 ng/l je Komponente versetzt) sind in Tab.
18 aufgefiihrt.

Die erzielten Wiederfindungsraten lagen in beiden Experimenten fr ale funf Steroide
Uber 70 % und die relativen Standardabweichungen lagen unter 31 %, bei dem
dotierten Quellwasser sogar unter 14 %. Stumpf et a. (1996) erzielten bei einem
» Spiking-Level* von 10 ng/l fir 17p3-Estradiol, Estron und 17a-Ethinylestradiol bzw.
20 ng/l fur 17B-Sitosterol vergleichbare Wiederfindungsraten zwischen 76 (Estron)
und 97 % (17a-Ethinylestradiol). Die relativen Standardabweichungen lagen zwischen
10 und 30 %. Belfroid et al. (1999) konnten Wiederfindungsraten bei einer Dotierung
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von ebenfalls 10 ng/l zwischen 88 und 98 % (z 9 - 14 %) fur 173-Estradiol, Estron und
17a-Ethinylestradiol ermitteln.

Tab. 18:  Wiederfindungsraten (x RSD) in Prozent der finf Steroide nach
Extraktion und Aufreinigung von 1 | Leitungswasser (10 - 20 ng/I
je Komponente) und 1 | Quellwasser aus dem Breitenbach (3 - 6 ng/l

je Komponente).

Substanz Wiederfindungsrate (£ RSD) [%]
L eitungswasser Quellwasser
(n=6) (n=6)

»Spiking-Level® 10 - 20 ng/l 3-6ng/l

17B-Estradiol 97+8 96+ 11

Estron 92+9 74+ 9

17a-Ethinylestradiol 93+7 82+6

Estriol 72+31 70+ 14

173-Sitosterol 126 + 11 n.b.*

*nicht bestimmbar, da Gehalt in der Probe bei 165,6 ng/l lag.

Matrixeffekte in der realen Oberflachenwasserprobe hatten auf die Wiederfindung nur
einen sehr geringen Einfluss. Bei Estron und 17a-Ethinylestradiol sanken die
Wiederfindungsraten nur geringfigig. Allerdings war nicht mit Sicherheit zu erkennen,
ob Matrixeffekte oder das geringere , Spiking-Level® fur die niedrigeren Wieder-
findungsraten der beiden Substanzen verantwortlich waren. Aus den Ergebnissen
dieser beiden Experimente lasst sich letztendlich festhalten, dass das Extraktions- und
Aufreinigungsverfahren tber den Konzentrationsbereich 3 - 20 ng/l die reproduzier-
bare und lineare Wiederfindung der finf Steroide gewahrleistet.

In bisher untersuchten wassrigen Proben lagen die Konzentrationen von 173-Estradiol
und 17a-Ethinylestradiol Gberwiegend im unteren ng/l-Bereich oder sogar darunter
(Schweinsfurth und Lange 1998, Schlett und Pfeifer 1996, Desbrow et al. 1998,
Routledge et a. 1998). Deshalb war es besonders wichtig, fur die natiirlichen und
synthetischen Estrogene zu Uberprifen, ob sie im unteren ppt-Bereich quantitativ
anaysiert werden konnten.
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5.2.3.2 Methodische Nachweis- und Bestimmungsgr enzen

Die methodischen Nachwels- und Bestimmungsgrenzen wurden nicht wie die der
phenolischen Xenoestrogene durch Anwendung des gesamten Extraktions- und Aufrei-
nigungsverfahrens auf immer geringer dotierte Proben ermittelt. Statt dessen wurden
die Nachweisgrenzen fir jede einzelne Substanz in jeder Probe Uber das Signal/
Rausch-Verhdtnis 3:1 bestimmt. Die Nachweisgrenzen variierten in jeder Probe je
nach Gehalt an organischer Matrix und je nach Empfindlichkeit des GC/M S-Gerétes.
Fir Flusswasserproben wurden Nachweisgrenzen zwischen 0,1 und 4,7 ng/l bestimmt.
In Abwasserproben lagen die Nachweisgrenzen auch zwischen 0,1 bis 4,6 ng/l, aber im
Durchschnitt waren sie hdher, da die komplexere Matrix zu héheren Basidinien fihrte
(val. 1.1 1.1. und 3.1 Messergebnisse). Die Nachweisgrenzen der Abwasserproben
vom 10./11.3.1998 des Klarwerkes Steinhdule, Ulm/Neu-UIm (3 - 4,6 ng/l) lagen
deutlich héher as die der beiden anderen Probenreithen (0,6 - 2,8 ng/l). Das Gleiche
galt fur die Kérsch- und die Kréahenbach-Probe vom 16.1.1999. Als Ursache hierfir
lield sich die Injektion von jeweils 2 pl dieser aufbereiteten Probenextrakte vermuten.
Die Chromatogramme dieser Messungen zeigten im Vergleich zu allen anderen
gemessenen Probensequenzen merklich hdhere Basislinien, wodurch keine geringeren
Nachweisgrenzen ermittelt werden konnten. Bei alen anderen Proben wurden wie
bereits unter 111.I 2.2 beschrieben, immer nur 1 pl des derivatisierten Extraktes
injiziert.

Bei der Analyse von Oberflachenwasser wurden von Belfroid et a. (1999) auch unter-
schiedliche Spannen von Nachweisgrenzen in Oberfl&chenwasser und gereinigtem
Abwasser bestimmt. Spengler et a. (1999a) bestétigten, dass die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen in Klaranlagenablaufen in Abhangigkeit von der Probenmatrix
variieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden keine methodischen Bestimmungsgrenzen ermittelt.
Die Bestimmungsgrenzen wurden mit den Nachweisgrenzen der natirlichen und
synthetischen Estrogene gleichgesetzt, da die instrumentellen Nachweis- und Bestim-
mungsgrenzen identisch waren. Fir 173-Sitosterol lagen die Konzentrationen immer
deutlich hoher als die instrumentelle Bestimmungsgrenze.

5.2.4 Probenahme, Probenlagerung und -vorbereitung

Fir die Probenahme, Probenlagerung und -vorbereitung der wassrigen Proben zur
Bestimmung der funf Steroide galt das bereits unter den Kapiteln Il1.I 4.3.5.1 bis
4.3.5.3 Erwahnte. Unterschiede bel der Probenvorbereitung ergaben sich darin, dass
nur die wassrige Phase analysiert werden konnte. Die Aufreinigung des Extraktes einer
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Vollwasserprobe (Partikel- und Wasserphase) war nicht ausreichend, um eine
storungsfreie HRGC/LRMS-Analytik zu ermdglichen. Deshalb wurde die auf der
silanisierten Glaswolle angereicherte Partikelphase vor der Elution abgenommen oder
sie wurde bereits vor der Festphasenextraktion durch Zentrifugation abgetrennt. Der
Fehler, der durch Abtrennung der Partikelphase entsteht, betragt laut einer Unter-
suchung von Wasserproben aus drei englischen Flissen, bei der unter anderem der
Verteilungskoeffizient von 17B-Estradiol zwischen Wasser und Tribstoffen ermittelt
wurde, maximal 10 % (Jirgens und Johnson 1999).

53 Zusammenfassung

Basierend auf der bereits fur die phenolischen Xenoestrogene entwickelten Fest-
phasenextraktionsmethode und verschiedenen Methoden aus der Literatur konnte ein
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren entwickelt werden, das den simultanen
Nachweis von 17[3-Estradiol, Estron, 170-Ethinylestradiol, Estriol und 173-Sitosterol
in Oberflachenwasser, gereinigtem und ungereinigtem Abwasser ermdglicht. Die
Methode erlaubte auch die quantitative Bestimmung des 17(3-Estradiol-Metaboliten
Estriol, der bis zu diesem Zeitpunkt nur in geringem Umfang in wassrigen Umwelt-
proben bestimmt wurde (Stumpf et al. 1996). Die Nachweisgrenzen, die fir jede
einzelne Probe Uber das Signal/Rausch-Verhdltnis 3:1 bestimmt wurden, lagen fir
Oberflachenwasser zwischen 0,1 und 4,7 ng/l und fur Abwasser zwischen 0,1 und 4,6
ng/l.

Das entwickelte Extraktions- und Aufreinigungsverfahren (vgl. Abb. 26) beinhaltet
eine Festphasenextraktion unter Verwendung der Styroldivinylbenzol-Copolymer-Fest-
phase. Die Elution wurde ausschliefdlich mit Ethylacetat durchgefiihrt. Die Probenvor-
bereitung und die Festphasenextraktion erfolgte wie bei den phenolischen Xeno-
estrogenen. Im Unterschied zu den Phenolen konnte nur die Wasserphase analysiert
werden. Die Partikelphase wurde abgetrennt, indem sie nach Anreicherung auf
silanisierter Glaswolle vor der Elution abgenommen wurde oder vor der Festphasen-
extraktion abzentrifugiert wurde.

Zur Aufreinigung des Eluats wurde eine Adsorptionschromatographie an 1 g Silicagel
(desaktiviert mit 1,5 % Wasser) unter Verwendung der Mischung n-Heptan/Ethyl-
acetat/Methanol (6:2:2) als Laufmittel durchgefthrt. Nach Zusatz des internen
Quantifizierungsstandards und Silyliercung (1 h bei 80 °C) des zur Trockene
abgeblasenen gereinigten Extraktes, wurde 1 pl mittels HRGC/LRMS vermessen. Die
guantitative Auswertung erfolgte intern Uber den Quantifizierungsstandard D,-17(3-
Estradiol unter Verwendung extern bestimmter Responsefaktoren.



1 EroRtmisR A Bisussor o

11 Vollwasserprobe

|

Probenvor bereitung
(Temperatur-Aquilibrierung, pH- und Salzgehalt-Einstellung, M ethanol -Zusatz)

|

Festphasenextraktion (200 mg ENV+)
(Konditionierung und Anreicherung)

|

Abnahmeder mit Partikelphase anger eicherten silanisierten Glaswolle

l

Waschen und Trocknen der Saule unter N,

|

Elution
2 x 2,5 ml Ethylacetat

l

Adsor ptionschromatographie an 1 g Kieselgel (desakt. mit 1,5 % H,0)
Konditionierung mit 10 ml n-Heptan/Ethylacetat/M ethanol (6:2:2)
Probenauftrag des auf 100 - 200 pl unter N, eingeengten SPE-Eluats
Laufmittel 5 ml Heptan/Ethylacetat/M ethanol (6:2:2)

Zusatz von 10 pl D,-17B3-Estradiol
(9,8 pg/ml) aslInterner Standard

gereinigter Extrakt
zur Trockeneeinengen (!)

|

Silylierungbei 80°C 1 h
Zusatz des Silylierungsreagenz
Sylon BTZ (50 - 100 pl)

HRGC/LRMS
1l

Abb. 26:  Schematische Darstellung des Analysenverfahrens zum Nachweis der funf
Steroide in wassrigen Proben.
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6 Zusammenfassung der entwickelten Analysenverfahren

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, drei verschiedene Analysenverfahren zu ent-
wickeln, die den quantitativen Nachweis ausgewéahlter phenolischer Xenoestrogene,
nattrlicher und synthetischer Estrogene und des pflanzlichen Sterols 17(3-Sitosterol in
wassrigen und festen Proben ermoglichen. Die dabei erhatenen Extrakte konnten im
E-Screen-Assay eingesetzt werden und somit parallel die estrogene Gesamtaktivitét
bestimmt werden. Die Ergebnisse der chemischen Analytik und der biologischen
Testung konnten unmittelbar miteinander verglichen werden, da die weitere Auf-
arbeitung aus den gleichen Extrakten erfolgte. Die einzelnen Aufarbeitungsschritte
wurden im Rahmen dieser Arbeit fir die chemische Analytik eingehend durch
Wiederfindungs- und Reproduzierbarkeitsuntersuchungen Uberprift, um mogliche
Fehlerquellen und Verluste aufzuklaren. Die Mdoglichkeiten, die sich durch die
entwickelten Anaysenverfahren ergaben, sind in Abb. 27 zusammengefasst.

Wassrige Umweltproben Feste Umweltproben
Oberflachenwasser und Abwasser Klarschlamm, Sediment
Festphasenextraktion (je 1 1) * b Soxhletextraktion (3 - 10 Q)
Aufreinigung Aufreinigung
| i |
100% : 1-10 % Aliquot
_ _l 10% Aliquot l_
Silylierung : Methylierung
max. 90 % Aliquot ;
l v : l
HRGC/LRMS E-Screen [« | HRGC/LRMS
Estrogene Estrogene phenolische Xenoestrogene
+ Gesamtaktivitét
17B-Sitosterol [EEQ]

*Optional, wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefthrt.

Abb. 27:  Zusammenfassung der entwickelten Analysenverfahren zum quantitativen
Nachweis von ausgewahlten phenolischen Xenoestrogenen und Steroiden
in wassrigen und festen Proben. Aliquote der Extrakte konnten im E-
Screen-Assay getestet werden.
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1.1l Verbreitung hormonartig wirkender Substanzen in der
aquatischen Umwelt

Die vorliegende Abb. 28 dient zur Ubersicht tber die Probenahmestellen, an denen
Wasser und Sediment aus Oberflachengewassern des stiddeutschen Raums im Rahmen
dieser Arbeit entnommen wurden. Die Probenahmestellen sind von Pl - P13
nummeriert und in den einzelnen Kapiteln ndher charakterisiert.
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Abb. 28:  Probenahmestellen von Wasser und Sediment in Oberflachen-
gewassern in Stiddeutschland (Karte aus UM 1992).



%%WW Il Ergebnisse und Diskussion

1 Oberflachengewasser

1.1  Monitoringin Koérsch und Krahenbach

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein dreizehnmonatiges Monitoring auf estrogenartig
wirkende Substanzen in zwei kleinen Flief3ggewassern in Baden-W(rttemberg durchge-
fuhrt. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich von April 1998 bis Mai 1999. Die
beiden untersuchten Flie3ggewasser Korsch und Krahenbach wurden bereits als Mo-
dellbéche in das BMBF-Verbundprojekt , Valimar® aufgenommen, um die Eignung
von Biomarkern zur Ermittlung der Belastung kleiner Flie3ggewasser mit Umwelt-
chemikalien zu validieren. Das in dieser Arbeit unter Verwendung chemischer und
teilweise biologischer Analytik durchgefuhrte Monitoring auf estrogenartig wirkende
Substanzen stellt eine wertvolle Erganzung zu den Ergebnissen dar, die aus diesem
Projekt resultierten.

Charakterisierung von K 6rsch und Krahenbach

Die Korsch entspringt westlich von Rohr bei Stuttgart und mindet unterhalb von
Deizisau in den Neckar. Die Gesamtlange ihrer Zufltisse betrégt ca. 95 km. Die Ent-
wasserung umfasst den gesamten, dicht besiedelten und landwirtschaftlich intensiv ge-
nutzten Filderraum und den sidlichen Raum Stuttgart bis hin zu den Ausléufern des
Schonbuchs. Bei Denkendorf mindet der Sulzbach, der Schadstofffracht aus Land-
wirtschaft und Flughafen transportiert, in die Koérsch. Die Kérsch dient insgesamt
sechs Kléranlagen als Vorfluter und fuhrt somit as verh@ltnisméaidig kleiner Vorfluter
mit den in der Tab. 19. aufgefihrten Daten eine grof3e Fracht an geklértem Abwasser.
Das geklarte Abwasser wird durchschnittlich nur dreifach verdunnt, in Trocken-
perioden besteht der Wasserkorper des Baches sogar nahezu vollstandig aus gekléartem
Abwasser.

Der Quellbereich des Krahenbach liegt bei Holzgerlingen in einem Waldgebiet, bel
Schonaich miindet er in die Aich. Der Krahenbach entwassert eine schwach besiedelte
Landschaft mit Uberwiegend Waldbesténden und wenig landwirtschaftlich genutzten
Flachen. Neben einer stark befahrenen Stral3e, dem Flugverkehr, den am Oberlauf be-
findlichen Schwimmbad und Fischteichen, stellen zwei Regentberlaufbecken eine
mogliche Belastungsquelle dar. In den Krahenbach wird kein geklartes Abwasser ein-
geleitet.

Bei beiden Gewassern existieren sowohl langsam flief3ende als auch schnellflief3ende
Gewasserabschnitte mit verschiedenartigem Sohlenuntergrund. Im Gegensatz zur
Kdrsch ist der Kréhenbach als naturnaher Bach einzustufen. Er weist bis auf einen kur-
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zen Tunnelabschnitt keinerlel Verbauungen auf. Die Kdrsch dagegen ist im Siedlungs-
bereich stark verbaut und begradigt.

Wichtige Eckdaten zur Charakterisierung der beiden Gewasser sind in Tab. 19 ange-
geben.

Tab.19:  Wichtige Eckdaten zur Charakteriserung der beiden Fliel3gewasser

Ko6rsch und Krahenbach.
Korsch Krahenbach

Lange [km] 25 3
Einzugsgebiet [km?] 127 10
Geologie K euper K euper
Gesamtwasserfiihrung [m*/s] 0,6-18 n.b.
Jahreswassermenge [m?] 57.000.000 320.000
Fracht an geklartem Wasser [m*/a] 20 Mio. -
Breite [m] 3-5(max. 8) 2-3
Gewassergute - 111 I -1l
Wasserhérte hart hart
pH-Wert schwach basisch basisch

n.b. = nicht bekannt.

Bei dem Monitoring auf estrogenartig wirkende Substanzen sind mit dem naturnahen
und nahezu durch Schadstoffquellen unbelasteten Kréhenbach und der Korsch, einem
durch geklartes Abwasser stark belasteten Gewasser, zwei kleine Fliel3gewasser gegen-
Ubergestellt, die sich in ihrer anthropogenen Belastung génzlich unterscheiden. Estro-
genartig wirkende Substanzen konnen Stérungen in diesem empfindlichen Okosystem
,» Fliel3gewasser® hervorrufen; deren gemessene Konzentrationen kénnen zur Abschét-
zung der Belastungssituation herangezogen werden. Aufderdem kann die Einleitung
von geklartem Abwasser als mdgliche Belastungsquelle identifiziert werden.

Probenahme

Mit Ausnahme der Wasserprobe vom 9. - 17.6.98 wurden alle Proben als Stichproben
entnommen (vgl. II1.II 1 Abb. 28). Die beiden Mischproben von Kérsch A und
Kréhenbach wurden Uber den Zeitraum vom 9. - 17.6.98 aus den Zuleitungen zu
Halbfreiland-Aquarien (Bypass-Systeme) kontinuierlich durch automatische Probe-
nahmegeréte gesammelt (250 ml/d).
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Probenahmestellen (vgl. 111.11 Abb. 28)

Probestelle Korsch A (P1): Unterlauf der Koérsch nach Einmindung des Sulz-
baches bei Denkendorf
Probestelle Krahenbach ( P4):  Kurz vor der Einmtindung in die Aich bel Schénaich.

Ergebnisse

Die Ergebnisse des Monitorings auf estrogen wirksame Substanzen und auf das pflanz-
liche Sterol 173-Sitosterol in der Kérsch und dem Krahenbach sind summarisch in den
Tab. 20 und 21 angegeben. Es sind die Einzelergebnisse der verschiedenen Probe-
nahmezeitpunkte, der Median und der Mittelwert in ng/l angegeben. Der Mittelwert
(MW) wurde berechnet, indem Werte kleiner der Bestimmungsgrenze (< BG) mit dem
halben Wert und nicht nachgewiesene Substanzen (n.n.) mit dem Wert null beriick-
sichtigt wurden.

Phenolische Xenoestr ogene

In der Korsch konnten die beiden p-Alkylphenole, Bisphenol A, 3-tert-Butyl-4-
hydroxyanisol und 2-Hydroxybiphenyl in nahezu allen Proben detektiert werden. 4-
tert-Octylphenol wurde in alen acht Proben innerhalb des Konzentrationsbereichs 19,5
bis 189 ng /I (Mittelwert 58,6 ng/l) mit einem Median von 31,4 ng/l gefunden. Die
Konzentrationen von 4-Nonylphenol lagen innerhalb von 38,3 bis 164 ng/l (Mittelwert
76,8 ng/l). Mit einem Median von 66,7 ng/l lag 4-Nonylphenol doppelt so hoch wie 4-
tert-Octylphenol. Bisphenol A, das auch in alen acht Proben innerhalb < 50 bis 272
ng/l (Mittelwert 94,4 ng/l) detektiert wurde, lag mit einem Median von 72,1 ng/l in
derselben Groélenordnung wie 4-Nonylphenol. Das Fungizid 2-Hydroxybiphenyl
wurde innerhalb des Probenahmezeitraumes immerhin mit einem Median von 23,9 ng/|
in sechs der acht Proben nachgewiesen. Der Median von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol
lag mit 11,7 ng/l deutlich unter der wahrend der Methodenentwicklung ermittelten
Bestimmungsgrenze von 50 ng/l. Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze
wurden dennoch angegeben, da zum Zeitpunkt der Methodenentwicklung die Tendenz
von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol zur Di-/Trimerisierung nicht berlicksichtigt wurde
(val. 11 1.1 4.3.2). In realen Wasserproben wird sich jedoch vermutlich ein Gleich-
gewicht zwischen oxidierter und reduzierter Form einstellen, sodass die gemessenen
Konzentrationen von 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol tatsachlich die reden Werte
darstellen.

Bei den neun Beprobungszeitpunkten wurden im Wasser des Krahenbachs vier der
neun phenolischen Xenoestrogene mit geringeren Konzentrationen als in der Koérsch
nachgewiesen. Allerdings wurde Bisphenol A ebenfalls in allen neun Wasserproben
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detektiert, obgleich die Konzentrationen deutlich niedriger lagen. Nur in einer Probe
konnte ein Wert Uber der Bestimmungsgrenze mit 59,4 ng/l ermittelt werden. Die bei-
den p-Alkylphenole konnten ebenfalls in der Mehrzahl der Proben innerhalb des Kon-
zentrationsbereiches n.n. bis 458 ng/l detektiert werden. Die ermittelten Mediane < 20
ng/l (4-tert-Octylphenol) und 25,1 ng/l (4-Nonylphenol) zeigen deutlich geringere
Konzentrationen als in der Kdrsch. Eine Ausnahme bilden die beiden Werte aus der
Probe vom 16.1.99, die hdher bzw. deutlich hdher (4-Nonylphenol) lagen, als die der
Konzentrationen in der Korsch zum gleichen Probenahmezeitpunkt. Als mdgliche
Ursache fur diese beiden Ausreiffer kommen Baumfédlarbeiten zum Zeitpunkt der
Probenahme in Frage, bei denen es zum Eintrag von Sagespanen in den Kréhenbach
kam. Die Sagespane schwammen deutlich sichtbar auf der Wasseroberfléche.
Alkylphenolpolyethoxylate konnten Uber Schmierdl, welches fir die Motorsagen
verwendet wurde, beim Sdgen die Sagespane kontaminieren und ins Wasser gelangen.
Schmierdle werden laut Hager (1999) nach wie vor mit Nonylphenol polyethoxylaten
versetzt. Um die erhohten Konzentrationen der p-Alkylphenole erklaren zu kénnen,
mussten die Alkylphenolpolyethoxylate alerdings innerhalb kirzester Zeit zumin-
destens teilweise abgebaut worden sein. Nach Ahel et a. (1994b) betragt die
hydraulische Verweildauer, in der physikalisch-chemische und biologische Umwand-
lungen ablaufen, fUr die meisten Nonylphenolkomponenten in Flusswasser jedoch
zwischen 10 und 15 h. Wenn ein Eintrag der Alkylphenolpolyethoxylate wahrend der
Baumfallarbeiten an den Ufern des Kréhenbachs auch bereits an den vorliegenden
Tagen der Probenahme stattfand, wére fur ihren Abbau auf jeden Fall genligend Zeit
gewesen. In der Regel wird die Geholzpflege an Gewéassern Uber mehr als einen Tag
durchgefihrt.

4-Hydroxybiphenyl und 2-tert-Butyl-4-methylphenol wurde in keiner der Wasser-
proben von Koérsch und Kréhenbach gefunden. Die beiden p-Chlorkresole wurden
lediglich in einer der Kdrsch-Proben, allerdings unterhalb der Bestimmungsgrenze von
10 ng/l detektiert.

Naturliche und synthetische Estrogene und das pflanzliche Sterol 173-Sitoster ol

In den untersuchten Wasserproben der Koérsch konnten nur drel der finf Steroide nach-
gewiesen werden, in denen des Krahenbachs zwei. Die Konzentrationen der stark
estrogen wirksamen, natirlichen Steroidhormone 17(3-Estradiol und Estron zeigten,
wie die der phenolischen Xenoestrogene, ein deutliches Gefélle zwischen den beiden
untersuchten Flief3gewassern.



Tab. 20:  Konzentrationen in ng/l (ppt) phenolischer Xenoestrogene, nattrlicher und synthetischer Steroide und des pflanzlichen
Sterols 17(3-Sitosterol in Korsch-Wasserproben. Bei den Steroiden ist in Klammer die Nachwei sgrenze angegeben

Substanz Konzentrationen [ng/l] im Wasser der Korsch Median MW
14498 9.-17.6 31.8. 1.12. 16.1.99 25299 144 11.5.
4-tert-Octylphenol 189 113 22,0 26,4* 36,4 37,6 19,5 25,0 314 58,6
4-Nony|pheno|a 126 n.n. n.n. 164* 75,6 38,3 57,8 152 66,7 76,8
Bisphenol A 90,1 <50 <50 78,6* 65,5 134 272 65,0 72,1 94,4
3-'[er'[-ButyI-Alrhydroxyanisolb 27,1 7,6 11,1 12,2* 34,5 n.n. 19,9 n.n. 11,7 14,1
2-tert-Butyl-4-metyhlphenol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Hydroxyhbiphenyl 47,2 n.n. n.n. < 20* 27,7 <20 415 30,8 239 20,9
4-Chlor-3-methylphenol n.n. <10 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 1
4-Chlor-2-methylphenol n.n. <10 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 1
17(3-Estradiol 0,9 n.n. (1,1) - 1,8 n.n. (2,7) 0,7 0,9 0,7 0,7 0,7
Estron 2,5 22 - 6,7 38,0 7,6 4,0 75 7,6 12,6
17a-Ethinylestradiol n.n. (0,5) n.n.(1,4) - n.n. (0,8) n.n. (2,3) n.n. (0,2) n.n. (0,4) n.n.(0,4) n.n. n.n.
Estriol n.n. (0,5) n.n. (0,8) - n.n. (0,5) n.n. (4,7) n.n. (0,7) n.n. (0,7) n.n. (0,5 n.n. n.n.
173-Sitosterol 81,3 119 - 398 1539 698 236 121 236 456
*Mittelwert aus einer Doppelbestimmung (vgl. 1lI.I 4.3.4 Elutionsmittelvergleich). *Quantifizierung der 4-Nonylphenol-lsomere (iber den

Mittelwert der Peaks 2 und 10. *3tB4OHA-K onzentrationen, angegeben obwohl sie < BG (vgl. Text).



Tab. 21:

Konzentrationen in ng/l (ppt) phenolischer Xenoestrogene, natirlicher und synthetischer Steroide und des pflanzlichen
Sterols 17[3-Sitosterol in Krahenbach-Wasserproben. Bel den Steroiden ist in Klammer die Nachwel sgrenze angegeben

Substanz Konzentrationen [ng/l] im Wasser des Krahenbachs Median MW
14498 9.-17.6 318. 25.11. 112 16.1.99 25.2. 14.4 11.5.

4-tert-Octylphenol 155 110 <20 <20 < 20* 59,2 <20 <20 n.n. <20 41,6
4-Nony|pheno|a n.n. 65 n.n. 37,3 69,3* 458 251 n.n. n.n. 251 72,7
Bisphenol A <50 <50 <50 59,4 <50* <50 <50 <50 <50 <50 28,8
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
2-tert-Butyl-4-metyhlphenol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Hydroxybiphenyl n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <20 22,9 n.n. 3,7

4-Chlor-3-methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Chlor-2-methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
173-Estradiol n.n. (0,5) n.n. (1,7) - n.n. (0,4) n.n. (0,7) n.n. (2,2) n.n. (0,2) n.n. (0,3) n.n. (0,2) n.n. n.n.
Estron 1,3 21,9 - 1,3 2,03 16,5 29 0,8 n.n. (1,5) 2,1 5,8

17a-Ethinylestradiol n.n. (0,8) n.n(1,5) - n.n. (0,6) n.n. (0,4) n.n. (2,0) n.n. (0,6) n.n. (0,6) n.n. (0,6) n.n. n.n.
Estriol n.n. (0,8) n.n. (1,1) - n.n. (0,3) n.n. (0,7) n.n. (1,5) n.n. (0,1) n.n. (0,4) n.n. (1,2) n.n. n.n.
17(3-Sitosterol 200 137 - 153 137 3281 313 532 2266 257 877

*Mittelwert aus einer Doppelbestimmung (vgl. 111.1 4.3.4 Elutionsmittelvergleich). *Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tiber den Mittel-

wert der Peaks 2 und 10.



%%mﬂw Il Ergebnisse und Diskussion

In der Korsch wurde Estron innerhalb des Konzentrationsbereiches 6,7 bis 38,0 ng/l
(Mittelwert 12,6 ng/l) in allen sieben untersuchten Wasserproben gefunden. Der
Median von 17B3-Estradiol (0,7 ng/l) lag deutlich unter dem von Estron (7,6 ng/l), aber
dennoch konnte diese deutlich stérker estrogen wirksame Substanz in funf der Proben
mit durchschnittlich 1 ppt gemessen werden.

Die Konzentrationen von Estron im Wasser des Krahenbachs lagen zwischen n.n. und
21,9 ng/l (Mittelwert 5,8 ng/l). Der Median von 2,1 ng/l spiegelt neben dem Mittelwert
wider, dass Estron deutlich seltener und in geringeren Konzentrationen als in der
Kdrsch auftrat. Noch deutlicher wird es bei 173-Estradiol, das in keiner einzigen der
acht Proben nachgewiesen werden konnte.

17(3-Sitosterol wurde in allen analysierten Proben, im Vergleich zu den Estrogenen, in
viel htheren Konzentrationen gemessen. Die Werte lagen zwischen 81,3 ng/l und 3,3
ug/l. Die Mediane, die im Wasser der beiden Fliel3gewasser ermittelt wurden, waren
vergleichbar. Dennoch lagen die Konzentrationen im Durchschnitt im Krahenbach
(877 ng/l) etwa doppelt so hoch wie in der Korsch (456 ng/l).

Das synthetische ,, Pillenhormon* 17a0-Ethinylestradiol und Estriol konnten in keiner
der insgesamt 15 Wasserproben von Kérsch und Krahenbach nachgewiesen werden.
Die Nachweisgrenzen lagen bis auf die Proben vom 16.1.99 unter 1,5 ng/l.

1.2 Donau, Neckar und Erms

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neben der Korsch und dem Krahenbach
drei weitere Flief3ggewasser im stiddeutschen Raum beprobt. Es wurden insgesamt sechs
einzelne Stichproben genommen. Die untersuchten Flief3ggewasser, deren Probenahme-
stellen in Tab. 22 charakterisiert sind, unterscheiden sich untereinander deutlich in
ihrer GrofRe (Flusslange, Einzugsgebiet). Die Donau, mit ihren 2850 km der
zweitléngste Fluss Europas, wurde dreimal im Oberlauf beprobt, je einmal oberhalb
und unterhalb der Kléaranlage Ulm/Neu-Ulm und einmal bei Rechtenstein, in einer
gering besiedelten und Uberwiegend landwirtschaftlich genutzten Gegend. Die
Probenahmestelle am Neckar, einem Nebenfluss des Rheins mit ca. 367 km Lange, lag
unterhalb der Klaranlage Tubingen. Jeweils eine Wasserprobe wurde in Metzingen,
oberhalb der ansassigen Verbandsklaranlage und in Riederich, unterhalb der gleichen
Klaranlage, aus der Erms genommen. Die Erms ist, wie die Korsch und der
Krahenbach, ein kleines Flief3gewasser mit einer Lange von ca. 30 km.

In Tab. 22 sind die Ergebnisse der in dieser Arbeit ausgewdahlten estrogenartig
wirkenden Substanzen und des pflanzlichen Sterols 17B-Sitosterol aus den Wéssern
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von Donau, Neckar und Erms dargestellt. Um die Konzentrationen mit den Ergebnis-
sen aus Korsch und Krahenbach besser vergleichen zu koénnen, wurden fir jede
Substanz jeweils der Median und der Mittelwert angegeben.

Phenolische Xenoestr ogene

In allen sechs Stichproben waren maximal nur vier der neun phenolischen Xeno-
estrogene nachweisbar. 4-Nonylphenol zeigte wie bel Korsch und Krahenbach die
hochsten Konzentrationen bis maximal 233 ng/l (Mittelwert 102 ng/l). 4-tert-Octyl-
phenol (Mittelwert 38,7 ng/l), das lediglich in vier Proben nachweisbar war (in den
zwel Wasserproben der Erms n.n.), zeigte jedoch immerhin einen Maximalwert von
163 ng/l im Wasser der Donau bel Ulm/Neu-Ulm, unterhalb der Klaranlage. 2-
Hydroxybiphenyl (Mittelwert 10 ng/l) und Bisphenol A (Mittelwert 35,1 ng/l) konnten
in alen Proben detektiert werden, lagen jedoch bis auf eine Probe unter der Bestim-
mungsgrenze. In der Donau-Wasserprobe aus Ulm/Neu-UIm, oberhalb der Klaranlage,
konnte Bisphenol A maximal mit 85,6 ng/l gemessen werden.

Beim Vergleich der beiden Probenpaare von Donau und Erms, jewells ober- und
unterhalb der Klaranlage, zeigte sich unterhalb der Klaranlage nach Einleitung von
gereinigtem Abwasser keine Konzentrationserhohung. Anhand der drei Donauproben
war vielmehr ein Einfluss durch die Besiedlungsdichte erkennbar. Die Konzentrationen
fur 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol sind in der Probe aus der Donau bel
Rechtenstein deutlich niedriger als im dicht besiedelten stadtischen Raum Ulm/Neu-
ulm.

Naturliche und synthetische Estrogene und 173-Sitoster ol

In den sechs Proben aus Donau, Neckar und Erms wurden wie in den Proben aus der
Korsch lediglich 173-Estradiol, Estron und 17(3-Sitosterol gefunden. 17(3-Estradiol lag
mit maximal 0,6 ng/l in alen Proben im Prinzip an der Nachweisgrenze. Deutlich
groflere Unterschiede innerhalb der einzelnen Proben zeigte Estron, dasin allen Proben
zwischen 0,5 bis 24,1 ng/l (Mittelwert 8 ng/l) bestimmt wurde. Mit Werten zwischen
216 bis 6276 ng/l wurde 17B-Sitosterol wie in Korsch und Krahenbach in deutlich
hoheren Konzentrationen a's alle anderen Substanzen gemessen.

Hohere Gehalte wurden, wie flr die phenolischen Xenoestrogene, auch fur Estron an
den Probenahmestellen im dicht besiedelten Raum Ulm gemessen. Die Wasserprobe
aus der Donau bei Rechtenstein zeigte im Vergleich zu den beiden Proben von
Ulm/Neu-Ulm nur einen Gehalt von 0,5 ng/l versus 24,1 ng/l bzw. 16,7 ng/l. 17(3-
Estradiol lag in allen drel Proben unter 0,5 ng/l.



Tab. 22:  Konzentrationen in ng/l (ppt) phenolischer Xenoestrogene, nattirlicher und synthetischer Estrogene und des 173-Sitosterol
im Wasser von Donau, Neckar und Erms. Bel den Steroiden ist in Klammer die Nachweisgrenze angegeben. Neben der
Charakterisierung der Probenahmestellen sind die Probenahmedaten angegeben

Fliel3gewasser Donau (P5) Donau (P6) Donau (P7) Neckar (P9) Erms(P11) Erms(P12)
Probenahmestelle Ulm/Neu-Ulm Rechtenstein  TUbingen Metzingen Riederich

oberhalb KA  unterhalb KA unterhalb KA oberhalb KA unterhalb KA
Probenahme 30.06.98 30.06.98 10.06.99 02.06.99 04.08.99 04.08.99
Substanz Konzentrationen [ng/I] Median MW
4-tert-Octylphenal 49,3 163 <20 <20 n.n. n.n. <20 38,7
4-Nonylphenol* 172 233 57,5 73,2 73,9 n.n. 73,6 102
Bisphenol A 85,6 <50 <50 <50 <50 <50 <50 35,1
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
2-tert-Butyl-4-metyhlphenol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
2-Hydroxybiphenyl <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 10
4-Chlor-3-methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Chlor-2-methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17B-Estradiol n.n. (0,5) n.n. (0,9) 04 0,6 04 0,5 04 0,3
Estron 24,1 16,7 0,5 31 0,9 2,5 2,8 8,0
17a-Ethinylestradiol n.n. (2,0 n.n. (1,0) n.n. (0,6) n.n. (0,4) n.n. (0,2 n.n. (0,5) n.n. n.n.
Estriol n.n. (2,4) n.n. (1,7) n.n. (0,2) n.n. (0,3) n.n. (0,3) n.n. (0,5) n.n. n.n.
173-Sitosterol 1037 6276 287 339 219 216 313 1396

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere tber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.
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1.3 Diskussion

Monitoring in Koérsch und Kré&henbach

Waéhrend des dreizehnmonatigen Monitorings der Korsch und des Krahenbachs
konnten weder jahreszeitliche Schwankungen in den Gehalten der phenolischen Xeno-
estrogene noch der Steroide festgestellt werden. Leider wurden in den Sommer- und
Herbstmonaten (Juli - November) nicht gentigend Proben genommen, um die in der
Literatur beschriebenen jahreszeitlichen Konzentrationsschwankungen fir 4-Nonyl-
phenol zu Uberprifen. Ahel et a. (1994) beschrieben einen Rickgang der Konzentra-
tionen von 4-Nonylphenol im Sommer im Fluss Glatt (Schweiz), der alerdings fur die
Precursor-Substanzen 4-Nonylphenolmono- und diethoxylate ausgepragter war. Mit
zunehmenden Temperaturen wurden geringere Konzentrationen dieser Substanzen
gemessen (Ahel et al. 1994). Ahel et a. (1996) konnten auch wahrend der Infiltration
von Flusswasser in Grundwasser saisonale Unterschiede feststellen. Vor allem im
Winter, bel niederen Temperaturen, kann es infolge eines abnehmenden mikrobiellen
Abbaus zum Durchbruch von Nonylphenol in das Grundwasser kommen. Die beiden
Messreihen aus Korsch und Krahenbach zeigen dagegen zuféllige Konzentrations-
schwankungen der einzelnen Substanzen.

Die Gehalte der phenolischen Xenoestrogene und Steroide, die in den Wasserproben
von Korsch und Krahenbach detektiert wurden, sind in Form ihrer Mediane, Mittel-
werte und Maxima in der Abb. 29 einander gegenlibergestellt. Vergleicht man die
Mediane miteinander, so wird sichtbar, dass der Krdhenbach Uber den untersuchten
Zeitraum, April 1998 bis Ma 1999, deutlich geringere Konzentrationen der detekt-
ierten phenolischen Xenoestrogene und der natirlichen Estrogene aufwies. Besonders
deutlich wird das fur Bisphenol A, 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol, 2-Hydroxybiphenyl,
17B3-Estradiol und Estron, deren Maxima niedriger lagen als die der Kdrsch (vgl. auch
[11.11 1.1 Tab. 20 und 21). Das dreizehnmonatige Monitoring zeigt aber auch, dass der
relativ naturnahe Kradhenbach, der keine Klaranlagenablaufe aufnimmt, keineswegs
unbelastet von den untersuchten estrogen wirksamen Substanzen ist. Honnen et al.
(1999) konnten auch andere Schadstoffe, wie betr&chtliche Konzentrationen an
polyzyklischen Kohlenwasserstoffen (PAK) und Schwermetallen und geringe Gehalte
an Pestiziden im Krahenbach feststellen.

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol wurde im Gegensatz zur Kérsch (Median 11,7 ng/l) in
keiner einzigen Kréhenbach-Probe detektiert. Aufgrund seiner Anwendung als Anti-
oxidans in Seifen, Kosmetika, Arzneimitteln und Lebensmitteln ist ein direkter oder
indirekter Eintrag (Ausscheidung mit dem Urin) in das Abwasser zu erwarten. Gerei-
nigtes Abwasser stellt also eine Haupteintragsquelle fir den Eintrag von 3-tert-Butyl-
4-hydroxyanisol in die aquatische Umwelt dar. Fir Bisphenol A, das am 27.08.98 im
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Ablauf der grofdten, in die Korsch entwéassernden Klaranlage Stuttgart-Mohringen
immerhin mit einer Konzentration von 81 ng/l gefunden wurde (Kérner 1999c), &3t
sich ebenfalls gereinigtes Abwasser als Haupteintragsquelle vermuten. Die Gehalte in
der stark mit Abwasser belasteten Korsch lagen innerhalb des Untersuchungs-
zeitraumes zwischen < 50 ng/l und 272 ng/l (Median 72,1 ng/l). Im Kréhenbach wurde
nur einmal ein Gehalt (59,4 ng/l) Uber der Bestimmungsgrenze von 50 ng/l festgestellt.
Der Eintrittspfad Uber gereinigtes hausliches Abwasser ins Gewasser erklart sich fr 2-
Hydroxybiphenyl ebenfalls Uber seine Anwendung. Das Fungizid, das zur Konser-
vierung von Zitrusfrichten auf die Schale aufgetragen wird, kann durch Abwaschen
der Zitrusfrichte oder kontaminierter Hande in hausliches Abwasser gelangen. Im
Zulauf der Klaranlage Steinhdule (Ulm/Neu-Ulm), die zu ca. 60 % héusliches
Abwasser erhdlt, wurden 1,5 bis 3,7 pg/l 2-Hydroxybiphenyl gefunden (vgl. I11.11 3.1).
Derart hohe Konzentrationen im Zulauf lassen eigentlich hohere Gehalte im Gewéasser
vermuten, as die, die in der Korsch gefunden wurden (n.n. bis 47,2 ng/l, Median 23,9
ng/l). Eine Abbaurate des 2-Hydroxybiphenyl von tber 96 % wahrend der Abwasser-
behandlung erklarte die geringen Konzentrationen. Im Ablauf der Klaranlage
Steinhaule (UIm/Neu-Ulm) konnten nur noch maximal 30 ng/l nachgewiesen werden
(val. LI 3.2).

Die naturlichen Estrogene, Estron und 17B-Estradiol, wurden in der Korsch deutlich
haufiger und in hoheren Konzentrationen gefunden. Uberraschenderweise wurde das
synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol, das nur anthropogenen Ursprungs sein
kann, in keiner einzigen Wasserprobe der Korsch gefunden. Kalbfus (1997) konnte in
bayerischen Flief3gewéssern auch kein 17a-Ethinylestradiol nachweisen. 17a-Ethinyl-
estradiol (4,1 ng/l) wurde im Ablauf der in die Kérsch entwéassernden Kléranlage
Stuttgart-Mo6hringen am 27.8.98 in nur geringfiigig niedrigerer Konzentration als 17[3-
Estradiol (6,4 ng/l) gefunden. Dieser Konzentrationsunterschied zwischen Ablauf der
Kléaranlage und dem Wasser der Korsch deutet auf eine unbekannte Senke fir 17a-
Ethinylestradiol im Gewésser hin. Die Anreicherung im Sediment konnte eine
mogliche Senke darstellen. 17a-Ethinylestradiol weist einen mit 4-Nonylphenol
vergleichbaren hohen log Kow-Wert von 4,2 (Schweinsfurth und Lange 1998) auf. 4-
Nonylphenol mit einem log Kow-Wert von 4,48 (Ahel und Giger 1993) reichert sich
besonders gut in Klarschlamm und Sediment an (Giger et al. 1984, Ahel et al. 1994a
und 1994b, Thiele et al. 1997). Erst die Untersuchung von Kdrsch-Sediment auf 17a-
Ethinylestradiol konnte Aufschluss Uber diese Vermutung geben. Um Estrogene im
unteren Nannogramm-Bereich in dieser schwierigen Matrix nachzuweisen kénnen,
mussten eigene, vermutlich sehr aufwendige Analysenverfahren entwickelt werden.

Estron wurde als der primére Oxidationsmetabolit von 17(3-Estradiol sowohl in
Flief3gewassern (Jurgens und Johnson 1999) als auch in aeroben Batch-Experimenten
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mit aktivem Klé&rschlamm (Ternes et al. 1999b) identifiziert. Die Gehalte von Estron
(Median 7,6 ng/l) lagen im Vergleich zu 17B3-Estradiol (Median 0,7 ng/l), wie erwartet,
in der Koérsch deutlich hoher. Estriol wurde in keiner Probe gefunden, obwohl es
zumindest im menschlichen Korper Gber 16a-Hydroxyestron eine weitere Oxidations-
stufe von 17(3-Estradiol darstellt. In beiden oben erwdhnten Studien wurde das
Auftreten von Estriol als Oxidationsprodukt nicht Gberprift. Ternes et al. (1999b)
konnten den mdglichen Estron-Metaboliten 16a-Hydroxyestron im Kontakt mit
aktivem Klarschlamm auch nicht identifizieren. Die dominante Présenz von Estron in
Fliel3gewassern und Ablaufproben a3t sich nach Ternes et al. (1999b) durch seine
relativ hohe Stabilitét bel der Abwasserbehandlung und durch die oxidative Umsetzung
von 17B-Estradiol und seiner Konjugate nach Spaltung erkléren. Der Eintrag der
natirlichen Estrogene Uber geklértes Abwasser in die Koérsch spielt vermutlich die
Hauptrolle. Eine Eintragsquelle von nattrlichen Steroiden Uber Auswaschung von
Grunflachen wéare denkbar. Natlrliche Estrogene und ihre Konjugate, die mit Urin
oder Kot von weidenden Kihen oder wildlebenden Tieren ausgeschieden werden,
koénnten nach Regenfallen ausgewaschen werden und ins Gewéasser gelangen. Fir den
Kréhenbach, der keine Klaranlagenablaufe aufnimmt und dessen angrenzende Flachen
wenig landwirtschaftlich genutzt werden, koénnte diese diffuse Eintragsquelle eine
Rolle spielen.

Die Mediane von 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol zeigten zwischen den beiden
Fliel3gewassern Korsch (66,7 ng/l und 31,4 ng/l) und Krdhenbach (< 20 ng/l und 25,1
ng/l) ebenfalls einen Unterschied. Allerdings war der Unterschied der Mittelwerte fir
4-Octylphenol nicht sehr ausgepragt (Korsch 58,6 ng/l und Krahenbach 41,6 ng/l) und
fur 4-Nonylphenol lag der Mittelwert des Krahenbaches (72,7 ng/l) sogar Uber dem der
Kdrsch (66,7 ng/l). Fir 4-tert-Octylphenol wurden in beiden Gewassern vergleichbar
hohe Maximalwerte an den Probenahmedaten 14.4.98 und 9.-17.6.98 gemessen (vgl.
[11.11 1.1 Tab. 20). Verantwortlich fir den hoheren Mittelwert von 4-Nonylphenol im
Wasser des Kréhenbachs ist der Ausreif3er (458 ng/l) vom 16.1.99, der bereits unter
Kap. I11.11 1.1 diskutiert wurde. Diese hohen Konzentrationen im Falle des Krahen-
baches zeigen, dass es neben dem Eintrag Uber die Klaranlage noch andere Quellen fir
die p-Alkylphenole geben muss. Der Eintrag Uber Schmierdl bel Baumfallarbeiten
wurde bereits beschrieben (s. I11.11 1.1).

Kalbfus (personliche Mittellung 14.5.1999) bestimmte zwischen Mé&rz und November
1998 im Unterlauf der Korsch Konzentrationen fur 4-Nonylphenol zwischen 49 und
340 ng/l (Median 68 ng/l), die vergleichbar mit denen der eigenen Analysen waren.
Kalbfus analysierte nur eine Wasserprobe des Krahenbachs. Der Gehalt an 4-Nonyl-
phenol lag bei 30 ng/l.
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Verteilung estrogen wirksamer Substanzen in Fliel3gewassern

"
e
T A ]
| = 1]
Konzentration T T A
[ng/ ” gy —
50 ”” gt ENRN
L
| RN
400 ’

N

NN

3

NN RN

LN N AN

3 Donau, Neckar und Erms

2 5 «
- _
£ & © 5 8 5 }
s, 5 é < EE 1 Krahenbach
8 = &8 5 B
c
? S @ g 4 2 Korsch
¥ 3 g 5
I
oY

3-t-Butyl-4-hydroxyanisol
17(3-Sitosterol (x100)

Abb. 29: Konzentrationsverteilung [ng/I] estrogen wirksamer Substanzen und
von 173-Sitosterol in Wassern von Krahenbach (n=9), Korsch (n =
8) und von Donau, Neckar und Erms (n = 6). Von den drei
Probenreihen sind jeweils der Median, der Mittelwert (MW) und
das Maximum (Max.) dargestellt.

Vergleich der Konzentrationen von Koérsch und Krahenbach mit denen von
Donau, Neckar und Erms
Vergleicht man nur die Mediane und Mittelwerte der drel Untersuchungsreihen

miteinander, so scheint es, dass Donau, Neckar und Erms genauso gering belastet sind
wie der Krahenbach. Da sich die einzelnen, in dieser Arbeit untersuchten Flief3-
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gewasser stark in ihrem Frischwasserabfluss unterscheiden, sollten fir einen Vergleich
auch immer die Gehalte der einzelnen Stichproben herangezogen werden. Eingeleitetes
Abwasser, eine dichte Besiedelung oder eine intensive Flachennutzung stellt fir ein
kleines Flief3ggewasser mit einem geringen Frischwasserabfluss im Vergleich zu einem
grol3en Fliel3gewasser mit einem hohen Frischwasserabfluss sicherlich eine wesentlich
grol3ere Belastung dar.

In den Stichproben aus der Donau bei Ulm/Neu-Ulm (n.n. - 233 ng/l) wurden im
Durchschnitt hdhere Konzentrationen von estrogen wirksamen Substanzen als in den
Proben aus Neckar und Erms (n.n. - 73,9 ng/l) gemessen. Obwohl die Donau einen
wesentlich grof3eren Frischwasserabfluss aufweist und dadurch eingetragene Schad-
stoffe stérker verdinnt werden as in der Korsch (n.n. - 189 ng/l), sind die Gehalte der
estrogen wirksamen Substanzen in beiden Fliel3gewéassern vergleichbar. Die
Probenahmestellen von Neckar und Erms liegen, wie die der Donau bel Ulm/Neu-Ulm
ebenfalls, in einem dichter besiedelten Raum und tellweise sogar direkt unterhalb einer
Kléranlageneinleitung und dennoch waren die Gehalte sichtlich niedriger. Zur genauen
Beurteilung der Belastungssituation der einzelnen Flief3gewasser an den untersuchten
Probenahmestellen missten weitere Stichproben genommen und analysiert werden.
Die begrenzte Aussagekraft von einzelnen Stichproben wird eindeutig sichtbar.

Vergleich mit Daten ausder Literatur

Es gibt zahlreiche Studien, die das Vorkommen von einzelnen, in dieser Arbeit
gemeinsam analysierten Verbindungen untersuchen. Allerdings wurde nur ein Tell
dieser Substanzen, wie die p-Alkylphenole und die Steroide unter dem Aspekt der
estrogen wirksamen Substanzen in Oberfl&chengewassern untersucht. Fir einen Ver-
gleich der eigenen Konzentrationen mit Werten aus anderen Studien stehen fiur die
einzelnen Verbindungen deutlich mehr Literaturdaten fUr aquatische Proben als fir
Proben wie Sedimente und Klé&rschlamm zur Verfigung (Tab. 23 und 24).

4-Nonylphenol ist bei weitem die am besten untersuchte Verbindung, da bereits
Anfang der Achtziger Jahre seine akute Toxizitét gegeniber aguatische Organismen
bekannt wurde (McLeese et a. 1980). In der Tab. 23 ist fur 4-Nonylphenol nur eine
Auswahl der in Oberflachengewéssern gemessenen Konzentrationen aufgefihrt.
Anhand neuerer Daten (Fromme et a. 1999, Lye et al. 1999, Snyder et al. 1999,
Zelner und Kalbfus 1997, Bennie et a. 1997) wird sichtbar, dass die Gehalte
abnehmen. Zellner und Kalbfus (1997) bestétigten, dass sich im Mittel ein Rickgang
der Gewasserbelastung um etwa 50 % an den selben Probenahmestellen gegentiber
Messungen aus den Jahren 1988 - 1991 (Trapp et a. 1992) abzeichnete. Die in dieser
Arbeit gemessenen 4-Nonylphenol-Gehalte zwischen n.n und 458 ng/l zeigen a@hnlich
niedrige Werte. Der Vergleich der Literaturdaten mit den eigenen Konzentrationen von
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4-Nonylphenol bestétigt, dass die Kdrsch (Median 67 ng/l) deutlich belasteter ist als
der nicht mit Abwassereinleitung belastete Kradhenbach (Median 31 ng/l). Zellner und
Kalbfus (1997) fanden fur unbelastete Flief3strecken Konzentrationen zwischen 10 und
80 ng/l, die mit den Konzentrationen des Krahenbachs, der Donau bei Rechtenstein
und der Erms vergleichbar sind.

Tab. 23:  Vergleich der in dieser Arbeit in Flief3gewassern gemessenen phenolischen
Xenoestrogene mit in der Literatur beschriebenen Konzentrationen in
Oberflachengewassern.

Substanz  Literatur Land/Datumder Konz. [ng/l] eigene
Probenahme (Median) Konz.[ng/l]
4-t-Octyl-  Lyeetal. (1999) U.K./1997 n.n. (n=2) n.n. (10)
phenol Syder et d. (1999) USA/1997 <2-81(16) - 189
Bennie et al. (1997) Canada/1994-95 <5-470(<5)
4-Nonyl-  Lyeetal. (1999) U.K./1997 130+50(n=2) n.n. (10)
phenol Syder et al. (1999) USA/1997 <52 - 1190 (693) - 458
Fromme et al. (1999) Deutschland/- <80-2720
Zellner und Kalbfus (1997)  Bayern/1995 5,8 - 340 (47,3)
Bennie et al. (1997) Canada/1994-95 <10-920 (< 10)
Blackburn u. Waldock (1995) U.K./1994 200 - 180000 (1300)
Ahel et al. (1994b) Schweiz/1983-86 < 300 - 45000 (1500)
Trapp et al. (1992) Deutschland/1989-91 50 - 100
Bisphenol  Frommeet al. (1999) Deutschland/- <0,1-410(<50) <50- 272
A Hendriks et al. (1994) Deutschland/1989 < 10-119
2-Hydroxy- Terneset al. (1998) Deutschland/- < 10- 250 (23) n.n. (10)
biphenyl  Frankeet al. (1995) Deutschland/Elbe  in 28 von 39 Proben - 47,2
Dietz und Traud (1978) Deutschland/Ruhr <100 - 1200
Jungclaus et al. (1978) USA 1-3
4-Chlor-3- Dietz und Traud (1978) Deutschland/Ruhr < 100 - 400 <10
methyl-
phenol

Altere Studien aus der Schweiz und England (Ahel et al. 1994b, Blackburn und
Waldock 1995) zeigten eine wesentlich hohere Belastungssituation als in Deutschland
(Trapp et a. 1992), obwohl in England z.B. bereits 1976 der Einsatz der Eltern-
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Verbindungen des 4-Nonylphenols, die Alkylphenolpolyethoxylate, als Detergentien
eingeschrankt wurde (Warhurst 1995). In Deutschland hatten sich verschiedene
Industrieverbadnde erst ab 1986 freiwillig verpflichtet, auf den Einsatz dieser
Detergentien in Wasch- und Reinigungsmitteln zur Anwendung im hauslichen Bereich
zu verzichten (BUA 1988). Bei der Analytik von Miesmuschelproben aus der Nordsee
im Zeitraum von 1985 - 1995 konnte bereits eine signifikante Abnahme von 4 ng/g auf
1,1 ng/g festgestellt werden (Glunther 1998). Dennoch wéren weitere Beschrénkungen
wunschenswert, wenn die Konzentrationen von 4-Nonylphenol in Gewassern und ihren
aguatischen Bewohnern weliter zurtickgehen sollen. In der Schweiz wurde inzwischen
die Verwendung jeglicher Alkylphenol polyethoxylate verboten (Warhurst 1995).

Im Vergleich zu 4-Nonylphenol gibt es zur Belastungssituation der Gewasser durch 4-
tert-Octylphenol nur wenige Studien. Die Gehalte, die in US-amerikanischen und
kanadischen Gewassern gefunden wurden (Snyder et a. 1999, Bennie et al. 1997), sind
vergleichbar mit den eigenen Konzentrationen. Niedere K onzentrationen wurden in der
Tyne in England gemessen (Lye et al. 1999). Im Allgemeinen zeichnen sich &hnliche
Verhdltnisse wie fur 4-Nonylphenol ab. Auf mit Abwassern unbelasteteren Fliefz-
strecken wurden geringere 4-tert-Octylphenol-Konzentrationen gemessen. Dies ist
nicht verwunderlich, da auch die Eltern-Verbindungen von 4-tert-Octylphenol as
Detergentien eingesetzt werden und nachdem sie die Kléranlage passiert haben, als
freies Phenol ins Gewasser gelangen. Bisher ist allerdings nur der aerobe und anaerobe
Weg der Bioabbaubarkeit der Eltern-Verbindungen von 4-Nonylphenol wahrend der
Abwasser- und Schlammbehandlung detailliert beschrieben (Ahel et a. 1994a).

Die bel Staples et al. (1998) zusammengefassten Studien zur Abbaubarkeit von
Bisphenol A zeigen eine schnelle biologische Abbaubarkeit in Oberflachenwasser und
wahrend der Abwasserbehandlung. Dennoch wurde in allen untersuchten Wasserpro-
ben Bisphenol A detektiert (< 50 - 272 ng/l). Die standige Blindwert-Kontrolle konnte
einen Laborblindwert ausschlief3en. Vergleichbare Konzentrationen in deutschen
Gewassern wurden auch von Fromme et al. (1999) und Hendriks et al. (1994)
gemessen. 2-Hydroxybiphenyl scheint ebenfalls eine in deutschen Gewassern sehr
haufig auftretende Umweltchemikalie zu sein (Ternes et a. 1998, Franke et a. 1995).
Der Median der Korsch (23,9 ng/l) war nahezu identisch mit dem in 16 deutschen
Flie3gewassern von Ternes et al. 1998 gemessenen Median (23 ng/l). Die beiden
Chlorkresole konnten nur in einer einzigen Probe unterhalb der Bestimmungsgrenze
(< 10 ng/l) gemessen werden. Die in der Ruhr vor 1978 gemessenen Konzentrationen
von < 100 bis 400 ng/l lagen deutlich héher (Dietz und Traud 1978).
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Tab. 24:  Vergleich der in dieser Arbeit in Flief3ggewassern gemessenen Steroide mit
in der Literatur beschriebenen Konzentrationen in Oberflachengewéssern.
Substanz Literatur Land/Datum der Konz. [ng/I] eigene
Probenahme (Median) Konz.[ng/l]
(Median)
17B- Snyder et al. (1999) USA/1997 <0,1-2,6(0,6) n.n. (0,2)
Estradiol  Holtey-Weber et al. (1999b)  Deutschland/ n.n. (n.n.) -1,8
Ternes et al. (1999a) Deutschland/1998 < 0,5(<0,5)
Belfroid et al. (1999) Niederlande/1997 < 0,3-5,5(<0,3)
Stumpf et al. (1996) Deutschland/1996 < 1(<1)
Estron Holtey-Weber et al. (1999b)  Deutschland/- n.n. - 8,1 (n.n.) n.n. (1,5
Ternes et al. (1999a) Deutschland/1998 < 0,5-1,6 (<0,5) - 38,0
Belfroid et al. (1999) Niederlande/1997 < 0,1-3,4(0,3)
Stumpf et al. (1996) Deutschland/1996 < 1(<1)
170- Snyder et al. (1999) USA/1997 <0,05-0,5(<0,05 n.n.
Ethinyl- Holtey-Weber et al. (1999b)  Deutschland/- n.n. (n.n.) (0,2-223)
estradiol  remeseral. (19994) Deutschland/1998 < 0,5 (< 0,5)
Belfroid et al. (1999) Niederlande/1997 <0,1-4,3(<0,3)
Kalbfus (1997) Bayern/- <0,2(<0,2
Stumpf et al. (1996) Deutschland/1996 < 1-4(1)
Estriol Holtey-Weber et al. (1999b)  Deutschland/- n.n. (n.n.) n.n.
Stumpf et al. (1996) Deutschland/1996 <1 (<1) 0,1-47)
17B- Fromme et al. (1999) Deutschland/- 200 - 800 81,3- 6276
Sitosterol  srumpf et al. (1996) Deutschland/1996 10 - 56 (29)

Far die natdrlichen und synthetischen Estrogene zeichnet sich in den deutschen,
US-amerikanischen und niederldndischen Gewassern ein sehr dhnliches Bild ab. Die
gemessenen Estrogene der eigenen Arbeit und anderer Studien liegen Gberwiegend im
unteren ng/l-Bereich (vgl. Tab. 24). Estron wurde deutlich am haufigsten und mit den
hochsten Konzentrationen gemessen (Holtey-Weber et a. 1999b, Ternes et al. 19993,
Belfroid et a. 1999). Die Gehalte in der Kdrsch lagen an manchen Probenahmetagen
sogar Uber 20 ng/l (Median 7,6 ng/l). 170-Ethinylestradiol weist in den anderen
Studien ebenso wie in Korsch, Krahenbach, Donau, Neckar und Erms (n.n.) sehr
niedrige Konzentrationen auf. Es wurden Mediane < 0,5 ng/l bestimmt (Snyder et al.
1999, Ternes et a. 19993, Belfroid et al. 1999, Kalbfus 1997). In den Niederlanden
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wurden fur 17B-Estradiol, wie auch in der Korsch, vereinzelt Konzentrationen > 1 ng/l
gemessen. Es wurde in der Maas sogar eine Spitzenkonzentration von 5,5 ng/l
gemessen (Belfroid et al. 1999). Estriol konnte in den untersuchten Fliel3gewassern
nicht detektiert werden. Holtey-Weber et a. (1999b), die slidwestdeutsche Ober-
flachengewasser untersuchten, konnten auch in keiner einzigen Probe Estriol nach-
wei sen.

Die Messungen an der Koérsch zeigen, dass bereits in ein und demselben Gewasser die
Konzentrationen an nattirlichen Estrogenen, vor allem die des Estrons, von Probe zu
Probe (4 - 38 ng/l) schwankten. Wenn Stichproben wie aus den vorliegenden Studien
(Ternes et al. 19994, Belfroid et al. 1999, Kalbfus 1997) aus verschiedenen Gewassern
miteinander verglichen werden, ist mit weitaus grof3eren Schwankungen zu rechnen.
Dies konnten Harries et a. (1996 und 1997) bestétigen, indem sie in manchen
englischen Flissen direkt nach Einleitung des Abwassers nur geringe estrogene
Effekte bel mannlichen Forellen und in anderen Gewéssern noch mehrere Kilometer
unterhalb der Einleitung eine deutliche Erhdhung der Vitellogenin-Plasmaspiegel
nachweisen konnten. Jirgens und Johnson (1999) konnten in ihren Batch-Versuchen
mit Wasserproben aus drei verschiedenen englischen Flissen unterschiedliche
Halbwertszeiten zwischen 3 und 27 Tagen fur die aerobe Abbaubarkeit von 17[(3-
Estradiol feststellen. Demnach geben die in den einzelnen Studien und der vor-
liegenden Arbeit gemessenen Konzentrationen nattirlicher und synthetischer Estrogene
ein erstaunlich einheitliches Bild zur Belastungssituation wider.

17B-Sitoster ol wurde in den Fliel3gewassern Korsch, Krahenbach, Donau, Neckar und
Ermsin vergleichbaren Konzentrationen wie von Fromme et a. (1999) gemessen.

2 Sedimente

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 11 Sedimentproben aus verschiedenen Flief3-
gewassern in Slddeutschland und zwei Sedimentproben aus den Halbfreiland-
Aquarien (Bypass-Systeme) an Korsch (P1) und Kréhenbach (P4) enthommen. Die
Probenahmestellen sind in Tab. 25 charakterisiert.

Neben der Gewassergite nach dem Erhebungs- und Bewertungsverfahren der Lander-
arbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA) ist die Flusslénge und das Probenahmedatum
angegeben. Die Gewassergiten der Probenahmestellen weisen einen Verschmutzungs-
grad von gering belastet (I - Il) bis sehr stark verschmutzt (111 - 1V) auf (UM 1992).
Die Sedimente, die aus sieben, in ihrer Lange stark variierenden Flief3ggewassern
stammten, wurden analysiert, um die Verbreitung phenolischer Xenoestrogene
festzustellen, besonders der Substanzen, die bisher kaum untersucht wurden.
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Tab. 25:  Charakterisierung der Probenahmestellen der Fliel3gewasser, an denen
Sedimente genommen wurden. Die Probenahmedaten und die Gewasser-
gute sind angegeben.
Gewasser- Charak- Lange Probenahmestelle Gewasser- Probe-
name terisierung [km] glite” nahme
Donau Oberlauf 2850 Rechtenstein (P7) I 10.6.1999
Braunsel kleiner Nebenflul3 ca. 1,5 Rechtenstein (P13) I-11° 10.6.1999
der oberen Donau
Neckar Nebenflufld des 367 A: Tlbingen, 500 m [ 26.5.1999
Rheins, Unterlauf oberhalb KA? (P8) 2.6.1999
B: Tubingen, 500 m - 111
unterhalb KA? (P9)
Echaz Nebenflufd des ca. 20 Reutlingen, 600 m [ 25.5.1999
unteren Neckars unterhalb KA? (P10)
Krédhen-  Nebenflul® der 3 bei Schonaich (P4) [ -11 24.7.1996
bach Aich 27.7.1999
Korsch Nebenflufd des ca 25 A: Denkendorf, 1 27.7.1999
mittleren Neckars unterhalb Zufluss
Sulzbaches (P1)
B: Denkendorf, 1 24.7.1996
oberhalb Zufluss
Sulzbaches (P2) [ 24.7.1996
C: oberhalb KA?
Nellingen (P3)
Sulzbach  Nebenflufd der ca 15 Denkendorf, vor Ein- Il -1V 24.7.1996
Korsch mundung in Koérsch

(P14)

¥ A: Klaranlage. "UM (1992). ‘eigene Schatzung

2.1

Verbreitung von phenolischen Xenoestr ogenen

In Tab. 26a und 26b sind die Konzentrationen der acht phenolischen Xenoestrogene in
11 Sedimentproben der verschiedenen Flief3gewasser und in zwel Sedimentproben aus
den Halbfreiland-Aquarien (Bypass-Systeme) an Korsch (P1) und Krahenbach (P4)
zusammengefasst.
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Tab. 26ac  Konzentrationen in mg/kg Trockensubstanz (TS) (ppm) phenolischer
Xenoestrogene in den Sedimenten der Koérsch und des Kréhenbaches und
aus den Habfrelland-Aquarien (Bypass-Systeme) an Korsch (P1) und

Kréhenbach (P4).

Substanz

Konzentrationen [mg/kg] im Sediment

Krahenbach Korsch A Korsch Korsch

Bachbett Bachbett Aquarium Bachbett Aquarium B C

24796 27799 27799 27.7.99  27.7.99
4-tert-Octylphenol 0,003 n.n. 0,002 0,005 0,016 0,004 0,004
4-Nonylphenol 0,020 0,010 0,107 0,203 0,557 0,036 0,099
Bisphenol A n.n. 0,002 0,004 0,007 0,039 0,003 0,005
2-t-Butyl-4-methylph. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl 0,002 0,002 0,003 0,004 0,007 0,006 0,004
2-Hydroxybiphenyl 0,002 0,003 0,0012 0,002 0,045 0,002 0,003
4-Chlor-3-methylph. 0,001 n.n. n.n. 0,001 n.n. 0,001 0,015
4-Chlor-2-methylph.  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
GlUhverlust [%0] - - - - 52 91

Tab. 26b: Konzentrationen in mg/kg Trockensubstanz (TS) (ppm) phenolischer
Xenoestrogene in den Sedimenten verschiedener Fliel3gewasser.

Substanz Konzentrationen [mg/kg] im Sediment
Sulz Neckar Neckar Echaz Braunsel Donau
bach A B
4-tert-Octylphenol 0,006 0,006 0,008 0,004 0,001 0,009
4-Nonylphenol 0,039 0,078 0259 0043 0010 0,094
Bisphenol A 0,004 0006 0,015 0,010 0,006 n.n.
2-t-Butyl-4-methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl 0,006 0,004 0,006 0,003 0,002 0,002
2-Hydroxybiphenyl 0,002 0,030 0069 0,048 0,002 0,028
4-Chlor-3-methylphenol 0,002 n.n. n.n. n.n. 0,001 0,002
4-Chlor-2-methylphenol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,002
Gluhverlust [%] 5,6 8,1 13,6 6,6 6,8 8,2

Die Konzentrationen in den 11 Sedimenten aus den verschiedenen Fliel3gewassern

lagen zwischen nicht nachweisbar (n.n.) und 0,26 mg/kg.
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4-Nonylphenal, das in alen 11 Proben zwischen 0,01 und 0,259 mg/kg TS (Median
0,043 mg/kg TS) detektiert wurde, zeigte die hdchsten Gehalte der acht Komponenten.
Unterhalb der Klaranlage Tubingen (Neckar B) und im Unterlauf der Kdrsch (Koérsch
A) wurden im Sediment deutlich hthere Konzentrationen (0,259 bzw. 0,203 mg/kg
TS) asin alen anderen Sedimenten gefunden. Die beiden Gewasser Krdhenbach und
Braunsel, deren Gewassergite als gering belastet (1 - I1) eingestuft ist, zeigten fir 4-
Nonylphenol die niedrigsten Konzentrationen. 4-Hydroxybiphenyl und 2-Hydr oxy-
biphenyl konnten auch in allen 11 Sedimenten nachgewiesen werden, allerdings lagen
die Mediane (0,004 bzw. 0,002 mg/kg TS) um einen Faktor 10 bzw. 20 niedriger as
der von 4-Nonylphenol. Ebenfalls im Neckar B-Sediment wurde 2-Hydroxybiphenyl
mit dem Maximum-Gehalt von 0,069 mg/kg TS quantifiziert.

Bisphenol A, das immerhin in 9 Proben nachgewiesen werden konnte (Median 0,005
mg/kg TS), zeigte an dieser Probenahmestelle unterhalb der Kléranlage Tlbingen
nochmals den héchsten Gehalt von 0,015 mg/kg TS. 4-tert-Octylphenol wurde mit
einer Ausnahme in allen Proben bestimmt. Die Gehalte lagen im Gegensatz zu den
Gewasseruntersuchungen deutlich unter denen von 4-Nonylphenol (Median 0,004
mg/kg TS). 4-Chlor-3-methylphenol wurde in 7 Proben, 4-Chlor-2-methylphenol
nur in einer Probe und 2-tert-Butyl-4-methylphenol in gar keiner Probe detektiert.

2.1.1 Akkumulation phenolischer Xenoestr ogene nach Abwasser eintrag

Der tabellarische Vergleich der Gehalte der phenolischen Xenoestrogene bezogen auf
das Trockengewicht zeigte, dass die Sedimentprobe des Neckars 500 m unterhalb der
Klaranlage Tubingen deutlich hthere Gehalte als die Sedimentprobe oberhalb der Ein-
leitung dieser Klaranlage aufwies. Um beide Proben direkt miteinander vergleichen zu
koénnen, wurden die Gehalte auf den Anteil an organischer Matrix (Gluhverlust) be-
zogen. Die Abb. 30 zeigt nur fir 4-Nonylphenol der insgesamt finf nachgewiesenen
Substanzen einen deutlichen Anstieg. In der Sedimentprobe 500 m unterhalb der Ab-
wassereinleitung lag seine Konzentration doppelt so hoch wie in der Probe 500 m
oberhalb der Kléranlage Tubingen. 2-Hydroxybiphenyl und Bisphenol A zeigten unter-
halb der Klaranlage eine Konzentrationserhohung von ca. 30 %. Da die statistische Ge-
nauigkeit des angewandten Analysenverfahrens bei der Vierfachbestimmung einer
Klarschlammprobe zwischen + 16 und 34 % lag (vgl. I11.I 4.4.4), kann bel einer
Einzelbestimmung keine eindeutige Aussage dartber gemacht werden, ob es sich
tatsachlich um eine Konzentrationszunahme handelt. 4-tert-Octylphenol und 4-
Hydroxybiphenyl wurden in beiden Sedimentproben mit der gleichen Konzentration
gemessen.



Wﬁﬂﬂhﬁ”ﬂﬂ% '| ﬂ<ussi on 119

Die Akkumulation von 4-Nonylphenol im Sediment unterhalb der Abwassereinleitung
bekraftigt die Vermutung, dass einer seiner Haupteintragspfade in die aquatische Um-
welt Uber die Einleitung von gereinigtem Abwasser erfolgt. Allerdings konnten in der
Stichprobe des Neckar-Wassers vom 2.6.99, die ebenfalls an der Probenahmestelle PO
genommen wurde, keine erhthten Gehalte dieser angereicherten Substanz festgestellt
werden. Der Neckar fuhrte zum Zeitpunkt der Probenahme vermehrt Wasser, da es die
Wochen zuvor stark geregnet hatte. Das Abwasser wurde vermutlich wesentlich
stérker verdunnt als wahrend der Trockenwetterperioden, wodurch sich die geringen
Konzentrationen erkléren lassen.

Akkumulation von 4-Nonylphenol im Sediment unter halb

Konz. [mg/kg] einer Abwassereinleitung

in org. Matrix
2
1,90
O Neckar A: 500 m oberhalb der KA
15+
B Neckar B: 500 m unterhalb der KA
0,96
1 41
05 | 0,37 0,51
007 011 006 006 005 005
4-Nonyl- 2- Bisphenol 4-t-Octyl- 4-
phenol * Hydroxy- A phenol Hydoxy-
biphenyl biphenyl

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 30: Vergleich der Konzentrationen phenolischer Xenoestrogene in Neckar-
sedimenten ober- und unterhalb der Klaranlage (KA) Tubingen. Die
Gehalte sind in mg/kg organische Matrix angegeben.

2.1.2 Vergleich Koérsch und Krahenbach

Am 27.7.99 wurden aus den Halbfreiland-Aquarien (Bypass-Systeme) an Kérsch A
(P1) und Kréhenbach (P4) je eine Sedimentprobe entnommen. Da die Halbfreiland-
Aquarien kontinuierlich von Bachwasser durchflossen werden, reichern sich auch in
diesen Sedimenten phenolische Xenoestrogene an. Die bestimmten Konzentrationen
sind auch unter 111.11 2.1.2 in Tab. 26a aufgefuhrt.

Die Gehalte der Aquariensedimente lagen im Durchschnitt héher als die der Bach-
sedimente beider Gewasser (vgl. Tab. 26a). Die Aquariensedimente zeigen wie die
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Bachsedimente, eine geringere Belastung fir den Kréhenbach as fur die Kérsch. Fur
4-Nonylphenol war der Unterschied in beiden Fallen am ausgepragtesten. In Abb. 31
sind jeweils die Mediane, die aus alen analysierten Sedimenten der Korsch und des
Kréhenbachs ermittelt wurden, einander gegentibergestellt.

Die hoheren Gehalte in den Aquariensedimenten im Vergleich zu denen der Bach-
sedimente lassen sich durch die unterschiedliche Korngroenverteilung erkléaren. Die
Aquariensedimente waren wesentlich feiner als die Sedimente aus den Bachbetten. Je
feiner die Korngrof3e, desto grofRer die Oberflache und desto besser reichern sich
organische Substanzen an.

Vergleich der Sedimente der abwasser belasteten K orsch und

Konz. des unbelasteten Krahenbachs

[mg/kg] TS

0,16

0,151 OMedian Korsch

0,127 Bl Median Krahenbach

0,081

0,041 O10200 006. . 0,005

0,005 J ’
. - 0,00% . } '_IO,OOZ} '_|0,002} 0,003 0,093 0,001 N.n

4-t-Octyl- 4-Nonyl- Bisphenol 4-Hydoxy- 2-Hydoxy- 4-Chlor 3-
phenol phenol * A biphenyl biphenyl methyl-
phenol
*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Gber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb.31: Die Mediane der in Sedimenten der Korsch und des Krdhenbachs
ermittelten Konzentrationen sind einander gegenubergestellt. Die
Gehalte sind in mg/kg Trockensubstanz (TS) angegeben.

2.2 Diskussion

Sedimente besitzen die Eigenschaft, Schadstoffe zu adsorbieren und anzureichern, und
koénnen somit ein integrierendes Bild Uber die Belastung der Gewasser liefern. Aller-
dings akkumulieren tberwiegend die Schadstoffe, die einen hohen log Koy, aufweisen.
Demnach ist es nicht verwunderlich, dass 4-Nonylphenol in den untersuchten
Sedimenten die hochsten Konzentrationen zeigt. Die Anreicherung von 4-Nonylphenol
in Sedimenten ist gut dokumentiert. Sedimente werden zu einem grof3en Teil aus
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sedimentierenden Schwebstoffen gebildet. Die adsorptiv an den Schwebstoffen
gebundenen Substanzen gelangen somit in das Sediment und akkumulieren. Die
Untersuchungen zur Verteilung zwischen Partikel- und Wasserphase in ungereinigtem
Abwasser zeigten, dass Uberwiegend 4-Nonylphenol adsorptiv gebunden wird (s. 111.1.
4.3.5 und I11.11 3.1). 4-tert-Octylphenol, Bisphenol A und 2-Hydroxybiphenyl zeigten
nur eine schwache Tendenz zur Adsorption. Dennoch konnten Bisphenol A und 2-
Hydroxybiphenyl in den Sedimenten der Echaz und des Neckars mit Gehalten tber
0,010 bzw. 0,030 mg/lkg TS gemessen werden. Fromme et al. (1999) konnte in
Sedimentproben aus verschiedenen Bundeslandern sogar hdhere Gehalte (0,001 - 0,19
mg/kg TS) fur Bisphenol A messen. Im Sediment der Bucht von Tokyo wurden 0,007
mg/kg TS Bisphenol A bestimmt (Nakada et al. 1999). Die wenigen Daten aus der
Literatur und die eigenen Messungen zeigen, dass Bisphenol A im unteren bis
mittleren ppb-Bereich in den Sedimenten zu finden ist. 2- und 4-Hydroxybiphenyl
wurden in allen Proben mit einem Gehalt zwischen 0,002 und 0,006 mg/kg TS
detektiert. Dieses ubiquitére Vorkommen deutet auf natirliche Quellen hin, erst hthere
Konzentrationen, wie sie im Sediment der Donau, des Neckars und der Echaz (0,028 -
0,069 mg/lkg TS) gemessen wurden, sind vermutlich auf anthropogene Quellen
zurickzufdhren. 1976 konnten Jungclaus et al. (1978) im Sediment des Brackish River
(USA) kein 2-Hydroxyhbiphenyl nachweisen.

Obwohl die Probenahmestellen der Sedimente tberwiegend in industrialisierten und
urbanisierten Gebieten und teilweise direkt unterhalb von Abwassereinleitungen
(Echaz, Korsch, Neckar und Sulzbach) liegen, waren die Konzentration fir 4-Nonyl-
phenol (0,01 - 0,259 mg/kg TS, Median 0,043 mg/kg TS) und 4-tert-Octylphenol (n.n.
- 0,009 mg/kg TS, Median 0,005 mg/kg TS) teilweise wesentlich niedriger als die, die
in englischen und kanadischen Fliel3gewassern gefunden wurden (Lye et a. 1999,
Bennie et al. 1997, Bennett und Metcalf 1998). In der stark mit Abwasser belasteten
Tees konnten Konzentrationen bis zu 9,1 mg/kg TS 4-Nonylphenol und 0,34 mg/kg TS
4-tert-Octylphenol gemessen werden. Bennie et a. (1997) bestimmten im St. Lorenz
Strom bis zu 2,2 mg/kg TS 4-Nonylphenol (Median 0,72 mg/kg TS) und bis zu 0,28
mg/kg TS 4-tert-Octylphenol (Median 0,07 mg/kg TS). In den Flief3ggewéssern Detroit
River und St. Clair River konnten Bennet und Metcalf (1998) Konzentrationen bis 37,8
mg/kg TS (Median 0,19 mg/kg TS) fur 4-Nonylphenol und bis 1,41 mg/kg TS (Median
0,005 mg/kg TS) fur 4-tert-Octylphenol nachweisen. Im Durchschnitt noch héhere
Konzentrationen (bis 72 mg/lkg TS) konnten in den Sedimenten der GrofRen Seen
(Kanada) und koreanischer Seen gemessen werden (Bennie et a. 1997, Bennett und
Metcalf 1998, Khim et al. 1999). Studien aus der Schweiz und Deutschland fanden in
Flief3gewassern dhnlich hohe Konzentrationen (bis 13,1 mg/kg TS) fur 4-Nonylphenol
wie in den kanadischen Flief3gewassern (Ahel et a. 1994, Zellner und Kalbfus 1997,
Fromme et a. 1999). In Sedimenten des Mains wurde 1989 alerdings ein relativ
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niedriger Spitzenwert von 0,7 mg/lkg TS (Median ca. < 0,05 mg/kg TS) fur 4-
Nonylphenol gefunden (Trapp et a. 1992). De Voogt et a. (1997) fanden in Fluss-,
Flussmiindungs- und Meeressedimenten an der Nordsee ebenfalls niedrige Gehalte fiir
4-Nonylphenol (0,0001 - 0,017 mg/kg TS) und fur 4-tert-Octylphenol (n.n. - 0,002
mg/kg TS).

Die Literaturdaten und die eigenen Messungen bestatigen, dass 4-Nonylphenol und 4-
tert-Octylphenol nach Abwassereinleitungen im Sediment akkumulieren und auf
unbelasteteren Fliel3strecken in geringeren Konzentrationen vorkommen (Zellner und
Kalbfus 1997). Besonders deutlich wurde der Einfluss der Abwassereinleitung in
dieser Arbeit im Sediment des Neckars 500 m unterhalb der Kl&ranlage Tubingen. Die
Sedimente des Krdhenbachs und der Braunsel weisen die geringsten Gehalte von 4-
Nonylphenol und der anderen phenolischen Xenoestrogene auf. Da dennoch in den
Sedimenten dieser beiden Flief3gewasser, in die kein Abwasser eingeleitet wird
(Gewassergute: | - I1), phenolische Xenoestrogene detektiert werden konnten, deutet
dies auf run-off als Eintragspfad.

Die im Vergleich zu anderen Studien niedrigen Gehalte von 4-Nonylphenol in den
Sedimenten der stark abwasserbelasteten Korsch, des sehr stark belasteten Sulzbaches
(Gewassergute 111 - 1V) und der Echaz lassen sich folgendermal3en erkléren: Honnen et
a. (1999), die ein vierjdhriges Monitoring an Korsch und Kréhenbach durchgefiihrt
hatten, konnten fir verschiedene Schadstoffe wie Pestizide, PAKs und PCBs
(Polychlorierte Biphenyle) in den Sedimenten extrem starke Konzentrations-
schwankungen von Probenahme zu Probenahme feststellen. Diese Schwankungen
werden durch eine hdufige Hochwassersituation verursacht, die zu einer ebenso
haufigen Umlagerung und mitunter zu einem kompletten Auswaschen der Sedimente
fuhrt. Daraus folgern Honnen et a. (1999), dass Schadstoffe in den Sedimenten von
kleinen Fliel3gewassern Uber einen langeren Zeitraum nicht akkumulieren. Die
Sedimente zeigen bei kleineren Fliel3gewassern kein integrierendes Bild der
Schadstoffsituation. Dieses Phanomen trifft wahrscheinlich auch fir 4-Nonylphenol zu
und erklart seine geringen Gehalte in den Sedimenten der kleinen Flief3ggewasser
Kdrsch, Sulzbach und Echaz.

3. Kommunale Klaranlage

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Klarwerk des Zweckverbandes Steinhaule
(Ulm/Neu-Ulm) bei der Abwasser- und Schlammbehandlung anfallende Abwasser und
Schlamme auf die Verbreitung estrogen wirksamer Substanzen untersucht.

Die Klaranlage Steinhdule ist eine nach dem neuesten Stand der Technik ausgestattete
moderne kommunale Klaranlage, mit einer Kapazitét von 350.000 Einwohnerwerten.
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Das Abwasser, das zu etwa 60 % hauslichen Ursprungs ist und zu 40 % aus Industrie,
Gewerbe, Forschungsinstituten und Kliniken stammt, wird nach dem in Abb. 32
dargestellten Schema behandelt. Die anfallenden Abwasser und Schlamme, die in
dieser Arbeit untersucht wurden, sind mit * gekennzeichnet.

M echanische Biologische Vorfluter
Abwasserreinigung Abwasserreinigung
Rechen/Sieb | Zulauf | Nitrifikation/ Nachkl&rung .
Zlaut* | gandfang | Biologie* | penitrifikation Ablaut
Fett/Olabscheider| f biolog. Phosphat-
Vorklarung eliminierung

|
Sekundarschlamm
Rucklaufschlamm

Uberschussschlamm* (1 %TYS)
Primarschlamm®* I

(4 %TS) M echanische Eindickung
¢ , 7
Rohschlamm (4 %TS)
4
Filtratwasser Eindickung mit Flockungsmittein Schlamm-

Zwischenlagerung behandlung

v
Zentrifugation (Schlamm mit 22 - 25 % TS)*
v
B Dunnschichttrocknung bei 100 °C *Wirbelschi cht-
(Schlamm mit 30 - 45 % TS)* verbrennung

Abb. 32: Schema der Abwasser- und Schlammbehandlung der Klaranlage
Steinhaule (UIm/Neu-UIm). Die untersuchten Abwasser und Schlamme
sind mit * markiert.

Das ungereinigte Abwasser (Zulauf) wird zuerst mechanisch und dann in der
biologischen Stufe mit Nitrifikation/Denitrifikation und Phosphatelimination be-
handelt. Nach der Nachklarung wird der Ablauf in den Vorfluter Donau eingespeist.
Der in der Vorklarung anfallende Primérschlamm bildet zusammen mit dem Uber-
schussschlamm (Sekundérschlamm aus der Nachklérung) den Rohschlamm. Dieser
wird mit Flockungsmitteln eingedickt und dann nach einer Zwischenlagerung ent-
wassert (Zentrifugation) und getrocknet (Dunnschichttrocknung bei 100 °C). Das hier-
bei anfallende Wasser (Filtratwasser) wird in die biologische Stufe zurtickgefuhrt. Der
Schlamm der Klaranlage Steinhaule, der weder anaerob noch aerob stabilisiert wird,
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wird nach der Trocknung mit einem Wirbelschichtverfahren verbrannt. Im Durch-
schnitt fallen pro Tag 30.000 kg Trockensubstanz (TS) Klarschlamm an. Die gereinigte
Abwassermenge (Ablauf) lag bei den Proben zwischen 65.500 und 132.000 m*/d.

Die Probenahme der Klaranlage erfolgte dreimal (10.-12.3.98, 29./30.6.98 und
5./6.7.99). Wéhrend der beiden Probenahmen im Jahr 1998 herrschte Trockenwetter-
lage und am 5./6.7.99 regnete es mehrere Stunden relativ stark.

Unter anderem wurden in dieser Arbeit 24 h-Sammelproben des Ablaufes der Pflan-
zenkl&ranlage Ostritz-Bergfrieden (Sachsen), der Klaranlage Ostritz (Sachsen) und der
Klaranlage Nellingen (Stuttgart) untersucht.

3.1  Phenolische Xenoestrogene und Steroide im Abwasser

Abwasser der Klaranlage Steinhaule (Ulm/Neu-Ulm)

Bei allen drei Beprobungen wurde jeweils der Zulauf und der Ablauf der Klaranlage
Steinhaule auf phenolische X enoestrogene und Steroide analysiert. Am 5./6.7.99 wurde
zusdtzlich der Zulauf Biologie, der aus der Vorklarung stammt, untersucht. Der Ablauf
am 10./11.3.98 wurde im Klarwerk in einer Ultrafiltrationsanlage im Labormalistab
weiter aufgereinigt. Durch Analytik des Ultrefiltrats sollte die Effektivitdt der Ultra-
filtation als mogliche weitergehende Abwasserreinigung getestet werden.

Die Ergebnisse der gemessenen phenolischen Xenoestrogene und Steroide sind in Tab.
27 zusammengefasst.

Phenolische X enoestrogene

Bei den drel Probenahmen wurden insgesamt sieben der neun phenolischen Xeno-
estrogene im Abwasser der Klaranlage Steinhdule gefunden (vgl. Tab. 27). In alen
drei Zulaufproben konnten funf, teilweise in erheblich hohen Konzentrationen, und in
allen Ablaufproben immerhin noch vier dieser phenolischen Chemikalien nach-
gewiesen werden. 2-tert-Butyl-4-methylphenol und 4-Hydroxybiphenyl waren in
keiner und 4-Chlor-2-methylphenol nur in einer einzigen Zulaufprobe mit nur 12,5 ng/l
nachweisbar. Die Gehalte der einzelnen Beprobungen waren sehr &dhnlich, mit
Ausnahme der von 4-Nonylphenol und Bisphenol A im Zulauf vom 29./30.6.98 (drei-
bis vierfach hthere Gehalte).




Tab. 27:

Konzentrationen in ng/l (ppt) phenolischer Xenoestrogene und der Steroide im Abwasser (24-h-Mischproben) der

Klaranlage Steinhaule (UIm/Neu-UIm). Die Mittelwerte (x SD) von n unabhéngigen Anaysen von 1 |-Aliquoten sind
angegeben. Bel den Steroiden ist in Klammer die Nachwei sgrenze angegeben.

Konzentrationen [ng/l] im Abwasser der Kléranlage Steinhaule (UIm/Neu-UlIm)

| 10./11.03.98 | 29./30.06.98 | 05./06.07.99
 Zulauf Ablauf Ablauf \Zulauf  Ablauf 1 Zulauf Zulauf  Ablauf
| Ultrafiltrat | | Biologie
Substanz (Phenole) in 3 n=3 n=1 in:2 n=2 in:3 n=1 n=1
4-tert-Octylphenal i321 (£117) 218 (211) 124 (+32,5) i 367 210 i457 (£127) 172 165
4-Nonylphenol* 12129 (+1490) 320 (+90) 200 (+64,6) 6648 827 | 2638 (+548) 786 232
Bisphenol A 542 (+275) 162 (+35) 3684 (+1646) 12116 126  1739(x98) 530 104
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol i 4,6 (£8,0) n.n. n.n. i 49,8 29,6 i n.n. n.n. n.n.
2-tert-Butyl-4-methylphenol ! n.n. n.n. n.n. 'n.n. n.n. 'n.n, n.n. n.n.
4-Hydroxyhbiphenyl 'n.n. n.n. n.n. 'n.n, n.n. 'n.n. n.n. n.n.
| | |
2-Hydroxybiphenyl 11544 (x349) <20 <20 1 2801 20,8 11968 (+219) 523 30,3
| | |
4-Chlor-3-methylphenol i 86 (x83) <10 <10 i 507 n.n. i 726 (£167) 108 n.n.
4-Chlor-2-methylphenol n.n. n.n. n.n. 112,5 n.n. n.n. n.n. n.n.
Substanz (Steroide) inzl n=1 n=1 inzl n=1 inzl n=1 n=1
17B-Estradiol 12,8 nn (46 nn (40 1142 nn. (2,8) 152,0 59,5 1,7
Estron 115,0 25,9 40 17,7 32,0 1151 306,2 12,0
| | |
170-Ethinylestradiol 119,6 n.n. (3,7) n.n. (3,4) 111,7 n.n. (2,0) 132,6 47,3 2,8
| | |
Estriol i16,7 n.n. (3,0) n.n. (4,3) i 16,6 n.n. (2,5) i73,3 122 n.n. (0,6)
17(3-Sitosterol 1154 613 474 12383 147 12068 2138 180

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.
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In Abb. 33 sind die einzelnen Konzentrationen der regelméaldig im Zu- und Ablauf ge-
fundenen Komponenten einander gegentibergestellt. Gleichzeitig sind die Eliminie-
rungsraten angegeben, die sich aus der Differenz der Konzentrationen im Zu- und
Ablauf, bezogen auf die Konzentration im Zulauf, in Prozent ergaben. Wenn die
Konzentration unter der Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenze lag, wurde mit 1/2 der
Bestimmungs- bzw. 1/3 der Nachweisgrenze gerechnet. Die Ermittlung der Eliminie-
rungsraten war moglich, da bei der parallelen Probenahme von Ab- und Zulauf, der
Ablauf entsprechend der mittleren Verweildauer des Abwassersin der Klaranlage 7 - 8
h zeitversetzt genommen wurde. Die Eliminierungsraten zeigten mit Ausnahme der
von 4-tert-Octylphenol fr alle drei Beprobungen eine geringe Abweichung und lagen
Uber 70 % bis > 99 %.

Eliminierung [%] phenolischer Xenoestrogenein der Klaranlage

Konz. Steinhaule (Ulm/Neu-Ulm)
[Hofl]
N 10./11.3.98
85-91% O 29./30.6.98
B 5/6.7.99
99 - >99 %
70-94 %
32-64%  94.>999%
07Zu|auf Abl auf‘ 2ul auf ‘Abl auf‘ 2ul auf Ablauf Zulauf Ablauf EUCI: ﬁfAbéauf
. : . -Chlor-3-
4-Nonylphenol* 2-Hydroxybiphenyl Bisphenol A 4-t-Octylphenol methylphenol

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 33:  Gehalte [ug/l] der phenolischen Xenoestrogene im Zu- und Ablauf (24 h-
Mischprobe) der Klaranlage Steinhdule (Ulm/Neu-Ulm) an drei ver-
schiedenen Probenahmedaten. Die Eliminierungsraten der Komponenten
(Differenz der Konzentrationen im Zu- und Ablauf bezogen auf die
Konzentration im Zulauf in Prozent) wahrend der Abwasserbehandlung ist
angegeben.

Fir 4-Nonylphenyl wurden im Zu- und Ablauf die hochsten Konzentrationen gemessen
(2,1 - 6,5 pg/l bzw. 0,2 - 0,8 pg/l). Obwohl sich die Gehalte um 85 bis 91 % ver-
ringerten, sind die Konzentrationen, die in den Vorfluter eingeleitet wurden, noch
relativ hoch. Im Zulauf zeigten 2-Hydroxybiphenyl und Bisphenol A ebenfalls hohe



1 EroRtmisR A Bisussor 127

Konzentrationen (1,5 - 2,8 pg/l bzw. 0,54 - 2,1 ug/l). Die Gehalte fur 2-Hydroxy-
biphenyl im Ablauf waren nahezu vollsténdig reduziert, dagegen lagen fir Bisphenol
A und fur 4-tert-Octylphenol die Gehate immer noch Uber 0,1 pg/l. 4-tert-Octyl-
phenol zeigte die niedrigste und am welitesten gestreute Eliminierungsrate (32 - 64 %).
4-Chlor-3-methylphenol wurde nahezu vollstéandig eliminiert (Zulauf: 86 - 726 ng/l,
Ablauf: n.n - < 10 ng/l, Elimination 94 - > 99 %).

Mit 30-mindtiger Verzogerung zur Zulaufprobe vom 5./6.7.1999 wurde eine Probe des
Zulaufes Biologie genommen. In diesem Zulauf Biologie wurden die bereitsim Zulauf
gemessenen phenolischen Xenoestrogene mit abnehmender Konzentration gefunden:
4-Nonylphenol > Bisphenol A > 2-Hydroxybiphenyl > 4-tert-Octylphenol > 4-Chlor-3-
methylphenol. Bis auf Bisphenol A (28 %) wurden die Substanzen wéahrend der
mechanischen Abwasserreinigung deutlich reduziert (4-Nonylphenol 70 %, 2-Hy-
droxybiphenyl 73 %, 4-tert-Octylphenol 62 %, 4-Chlor-3-methylphenol 85 %), aler-
dings lagen sie im Zulauf Biologie mit Ausnahme von 4-tert-Octylphenol immer noch
deutlich héher alsim Ablauf.

Wahrend der mechanischen Abwasserreinigung kommt es bei der Vorklarung zum
Absetzen der in der Wasserphase ungel 6sten Partikel (Primérschlamm). Konsequenter-
weise erfolgt die Abwasserklédrung organischer Schadstoffe und Schwermetalle also
Uberwiegend auf physikalischem Wege, indem diese an absinkenden Partikeln
adsorbieren. Es konnte aber bereits unter 111.1 4.3.5 gezeigt werden, dass die Verteilung
zwischen Wasser- und Partikelphase zugunsten einer Anreicherung auf der Partikel-
phase eigentlich nur fir 4-Nonylphenol stattfindet. Die Verteilungsverhaltnisse
zwischen Wasser- und Partikelphase wurden neben der Zulaufprobe vom 5./6.7.1999
(val. I11.1 4.3.5) auch fir die parallel genommene Zulauf Biologie-Probe (5./6.7.1999)
und den Zulauf vom 29./30.6.98 untersucht. Es wurden jewells die Wasser- und die
Partikel phase getrennt extrahiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 34 dargestellt. Aus den
drei Messungen ergab sich im Durchschnitt eine Anreicherung auf der Partikelphase
von 67 % fur 4-Nonylphenol, 5,1 % fir 4-tert-Octylphenol, 5 % fur Bisphenol A, 2,9
% fir 4-Chlor-3-methylphenol und 2,3 % fir 2-Hydroxybiphenyl. Obwohl die
Anreicherung von 4-tert-Octylphenol, Bisphenol A, 4-Chlor-3-methylphenol und 2-
Hydroxybiphenyl auf der Partikelphase sichtlich schlecht ist, waren diese Substanzen
dennoch nach der Vorklarung zwischen 28 und 85 % reduziert. Es missen also neben
der Eliminierung durch Adsorption an sedimentierende Partikel andere Eliminierungs-
vorgange stattfinden. Im Fall der Kléranlage Steinhdule ist denkbar, dass wahrend der
mechanischen Abwasserreinigung bei der Fett/Olabscheidung sich die phenolischen
Xenoestrogene zumindest teilweise mit der abscheidenden Fett/Olphase aus der
Wasserphase abtrennen. Die Untersuchung dieser Fett/Olphase wirde die
Eliminierungs- und V erteilungsverhaltnisse vervollsténdigen.
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Verteilung phenolischer Xenoestr ogene zwischen Wasser - und
Prozent. Partikelphasein Zulaufproben (Klaranlage Steinhaule Ulm/Neu-

Verteilung [%] Ulm)
100

80 |
60 |
40 |
20 |

0 —t

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
4-t-Octylphenol 4-Nonylphenol Bisphenol A 2-Hydroxy-  4-Chlor-3-

biphenyl  methylphenol
B Partikelphase L Zulauf (29./30.06.98) Vip
2 Zulauf (05./06.07.99) n =2 (11- u. 0,5 1-Aliquot)
OWasserphase 3 7jauf zur Biologie (05./06.07.99)

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 34: Prozentuale Verteilung phenolischer Xenoestrogene zwischen der
Wasser- und Partikelphase in Aliguoten des Zulaufs und des Zulaufs zur
Biologie (24 h-Mischproben der Klaranlage Steinhaule Ulm/Neu-Ulm).

Steroide

In den Zulaufen der drei Beprobungen wurden alle funf untersuchten Steroide ge-
funden (vgl. Tab. 27). Die Konzentrationen bei den beiden Probenahmen im Jahr 1998
lagen fur die nattrlichen und synthetischen Estrogene in derselben Groféenordnung
(2,8 - 19,6 ng/l), im Zulauf vom 5./6.7.99 konnten dagegen deutlich hohere Konzentra-
tionen gemessen werden (32,6 - 151 ng/l).

In den Ablaufen wurden zwischen zwei und vier Komponenten detektiert (vgl. Tab.
27). Die Konzentrationen der natiirlichen und synthetischen Estrogene in den Ablaufen
lagen im Gegensatz zu den Zuléufen bel alen drei Beprobungen in der gleichen
Grofenordnung (< 0,6 - 32,0 ng/l). Bei den Analysen der beiden Ablaufproben im Jahr
1998 lagen leider die Nachweisgrenzen bel maximal 4,3 ng/l (10./11.3.98) bzw. 2,8
ng/l (29./30.6.98), sodass 173-Estradiol, 17a-Ethinylestradiol und Estriol unterhalb
dieser Konzentrationen nicht mehr quantifiziert werden konnten. Am 5./6.7.99 wurden
17B-Estradiol (1,7 ng/l) und 17a-Ethinylestradiol (2,8 ng/l) unterhalb dieser Konzen-
trationen bestimmt. Estron war in allen drei Ablaufproben mit der hochsten Konzentra-
tion der Estrogene messbar (12,0 - 32,0 ng/l). Mit Ausnahme der Zulaufprobe vom
10./21.3.98 konnte fur 17(3-Sitosterol in allen Zu- und Ablaufproben die héchsten
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Konzentrationen der finf Steroide bestimmt werden (Zulauf 2138 - 2383 ng/l, Ablauf
147 - 613 ng/l).

In Abb. 35 sind die Gehalte der finf Steroide in den Zu- und Abléufen an den drei
Probenahmedaten einander gegenibergestellt. Die Eliminierungsraten wahrend der
Abwasserbehandlung sind jeweils angegeben. Alle Steroide erreichten eine Eliminie-
rung von mindestens 92 % und werden also wahrend der Abwasserbehandlung besser
entfernt a's die phenolischen Xenoestrogene. Allerdings trat vereinzelt das Phanomen
eines Anstieges der Konzentration im Ablauf gegentiber dem Zulauf auf. Fir Estron
wurde in beiden Ablaufen im Jahr 1998 eine Erh6hung um 72,7 % bzw. 80,8 % hoher
gemessen. Die Konzentration von 17(3-Sitosterol lag im Ablauf am 10./11.3.98 sogar
um 298 % hoher.

Konz. Eliminierung [%] der Steroidein der Kléranlage Steinhaule
(ng/1] (Ulm/Neu-Ulm)

N 10./11.3.98
(-81) - 92% O 29/30.6.98

94 ->99 % B 5/6.7.99

45-97%

91-94%  (208)-94%

NN 1 | §J _

0 zular Ablad Zulauf Ablaut Zulaf Ablaf Zulauf Ablauf Zulauf Ablaut
Estron 17B-Estradiol Estriol 17a-Ethinylestradiol 17B3-Sitosterol
(x100)
Abb. 35: Gehalte [ug/l] der Steroide im Ab- und Zulauf (24 h-Mischprobe) der
Klaranlage Steinhdule (Ulm/Neu-Ulm) an drel verschiedenen Probe-
nahmedaten. Die Eliminierungsraten und die prozentualen Konzentra-
tionserhéhungen im Ablauf gegeniber dem Zulauf (-X %) der
Komponenten wahrend der Abwasserbehandlung sind angegeben.

Im Gegensatz zu den phenolischen Xenoestrogenen konnte in der Probe des Zulaufes
Biologie, die mit 30-mindtiger Verzogerung zur Zulaufprobe vom 5./6.7.1999 genom-
men wurde, keine Eliminierung der Gehalte der finf Steroide festgestellt werden. Im
Gegenteil, die Konzentrationen der natlrlichen und synthetischen Estrogene stiegen
zum Teil bis auf das Doppelte an (vgl. Abb. 36). Nur fur 173-Sitosterol lagen die
Konzentrationen nach der mechanischen Abwasserreinigung gleich hoch. Der Anstieg
aler vier Estrogene lasst sich durch die Spaltung von im Abwasser vorliegenden
Estrogenkonjugaten zu den freien Steroiden erkldaren. Von Mensch und Tier werden
die natUrlichen Estrogene als Sulfate und Glucuronide Uber Gale und Harn aus-
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geschieden. Das ,, Pillenhormon* 17a-Ethinylestradiol wird von der Frau ebenfalls in
konjugierter Form ausgeschieden. Wahrend der Passage des Abwassers durch die
Kanalisation verlauft die Konjugat-Spaltung nicht vollsténdig, sodass wéhrend der
mechanischen Abwasserbehandlung und vermutlich auch wahrend der biologischen
Abwasserreinigung die Spaltung fortlduft. Die verzogerte Konjugat-Spaltung erklart
auch das oben genannte Phénomen (im Verhdtnis hdhere Konzentrationen im Ablauf
alsim Zulauf). Die Konjugate waren offensichtlich am 10./11.3.98 und 29./30.6.98 in
den Zulaufen noch nicht vollsténdig gespalten. Die angewandte Anaysenmethode
erfasst nur die freien Estrogene und nicht die Glucuronide und Sulfate.

Konz. Anstieg der Gehalteder Steroideim Zulauf Biologie
[ng/l] nach der mechanischen Abwasserreinigung

400

306,2 Zulauf
O Zulauf Biologie 214
M Ablauf 207

a3 122
12.0 32,6 28 §_‘ | 18

173- Estron 17a-Ethinyl- Estriol  173-Sitosterol
Estradiol estradiol (x10)
Abb. 36: Gehalte [ug/l] der Steroide im Ab- und Zulauf (24 h-
Mischprobe) der Kléranlage Steinhaule (Ulm/Neu-
Ulm) an drel verschiedenen Probenahmedaten.

200 A

Die Analyse des Ultrafiltrats des Ablaufes vom 10./11.3.98 zeigt, dass die estrogen
wirksamen Substanzen, die im Ablauf nachgewiesen werden konnten, nach der
Ultrafiltration mit Ausnahme von Bisphenol A und Estron verringert wurden. Die
Abnahme von 4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol und 17B3-Sitosterol gegentber der
Ablaufprobe lag zwischen 23 % und 43 %. Die Konzentration von Estron stieg im
Ultrafiltrat um 54 % an. Bisphenol A lag im Ultrafiltrat sogar 23-fach héher vor asim
Ablauf und wiein Abb. 37 deutlich sichtbar auch 7-fach hoher alsim Zulauf.
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Konz. Ultrafiltration als weiter gehende Abwasser r einigungsmal3nahme

I
a000 19!

321 3684 N Zulauf
3000 - O Ablauf

B Ultrafiltrat des Ablaufes
2000 -
1000 - 613 474
0 _ N N N } }
4-t-Octyl- 4-Nonyl- Bisphenol Estron 17B-
phenol phenol* A Sitosterol

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 37: Vergleich der Gehalte [ug/l] von estrogen wirksamen Substanzen im
Ultrafiltrat des Ablaufes (24 h-Mischproben) der Klaranlage Steinhaule
(Ulm/Neu-Ulm) am 10./11.3.98 und im parallel genommenen Zu- und
Ablauf (24 h-Mischproben).

Ablaufproben anderer Klaranlagen

In den Abléaufen der Kléaranlagen Nellingen (bei Stuttgart), Ostritz (Sachsen) und der
Pflanzenklaranlage Ostritz-Bergfrieden konnten dhnliche Gehalte estrogen wirksamer
Substanzen gemessen werden. In Tab. 28 sind die Ergebnisse der gefundenen Substan-
zen zusammengefasst. Insgesamt wurden funf der neun phenolischen Xenoestrogene
detektiert. Die Gehalte der p-Alkylphenole und des Bisphenol A lagen allerdings
niedriger als die in den Ablaufen der Klaranlage Steinhaule (UIm/Neu-Ulm). Die
natirlichen und synthetischen Steroide konnten wie in der Kléaranlage Steinhaule
(Ulm/Neu-Ulm) im unteren ppt-Bereich gemessen werden.

Die niedrigen Konzentrationen der phenolischen Xenoestrogene im Ablauf der
Klaranlage Nellingen sind wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dass wéahrend der
langen Lagerungszeit bereits ein Tell dieser Substanzen abgebaut wurde.
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Tab. 28:  Gehalte in ng/l (ppt) phenolischer Xenoestrogene und der Steroide in
Ablaufen (24 h-Mischproben) von drei Klaranlagen (KA).

Substanz Konzentrationen [ng/l] in Ablaufen
KA Nellingen® KA Bergfrieden KA Ostritz

4-tert-Octylphenal 72,7 <20 <20
4-Nonylphenol* 144 215 229
Bisphenol A <50 <50 <50
2-Hydroxybiphenyl n.n. n.n. 32,5
4-Chlor-2-methylphenol 42,5 n.n. n.n.
17B-Estradiol 0,9 - 11
Estron 12,7 - 1,4
170-Ethinylestradiol n.n. (0,4) - 6,5
Estriol 0,8 - n.n. (0,1)
17B-Sitosterol 14,8 - 593

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.
®Die SPE eines 1 |-Aliquots wurde erst nach 1-jahriger Lagerung durchgefiihrt.

3.2  Phenolische Xenoestrogenein Klarschlamm

An zwei Probenahmeperioden (11.-12.3.98 und 5./6.7.99) und am 8.7.98 (eine Woche
nach der Probenahme von Ab- und Zulauf am 29./30.6.98) wurde im Klarwerk
Steinhaule (UIm/Neu-UIm) jewells eine Stichprobe des getrockneten Schlammes ent-
nommen, die dennoch aufgrund der sténdigen Durchmischung wahrend der Trocknung
reprasentativen Charakter hatte. Bel der Probenahme am 5./6.7.99 wurde aul3erdem
zeitgleich zum getrockneten Schlamm je eine Stichprobe des Primér- und des
Uberschussschlammes genommen.

Die guantitative Auswertung aller untersuchten Klérschlammproben war mdglich.
Abb. 38 zeigt saubere Massenfragmentogramme der fir Bisphenol A und 2-Hydroxy-
biphenyl charakteristischen m/z-Werte der Schlammprobe (getrockneter Schlamm)
vom 6.7.99 im Vergleich zur Standardiosung. Die Gehalte der insgesamt acht
untersuchten phenolischen Xenoestrogene in den Schlammen sind in Tab. 29
aufgefuhrt.

In alen drei getrockneten Schlammen konnten funf der acht phenolischen Kompo-
nenten nachgewiesen werden. Die Gehalte der funf Substanzen, die auch in den drei
Zulaufproben gefunden wurden, waren mit Ausnahme von Bisphenol A in allen drel
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Proben @hnlich. In der Probe vom 8.7.98 lag fir Bisphenol A eine 11-fach geringere
Konzentration vor als am 6.7.99. 4-Nonylphenol (2,517 - 3,675 mg/kg) zeigte bel
weitem die hdchste Konzentration; die Gehalte der anderen detektierten Komponenten
lagen zwischen 0,011 und 0,770 mg/kg. In zwei getrockneten Schlammen war auf3er-
dem 4-Hydroxybiphenyl in geringen Konzentrationen (0,011 - 0,012 mg/kg) nach-
weisbar.

Abundance Ion 241.00 (240.70 to 241.70)
Abundanc Ion 184.00 (183.70 to 184.70)
30000 j
a 4000 .
Klarschlamm Klarschlamm
20000
10000 2000 4
Ti >1°6 00 16. 50 17. 00 17. 50 18.00 18‘50 19!00 19'50 0 ,‘J;/\/»I_,A 1
ime-->16. . . . T T T
Abundance Ton 256.00 (255.70 to 256.70) Time-->10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50
Abundance Ion 169.00 (168.70 to 169.70)
30000
4000
20000
10000 2000
Ti x% 100 16.50 17.00 17.50 18.00 18.50  19.00 19.50 ' 0+ T T T T T
ime--316. . . . . . . .
Time--30.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50
Abundance Ion 241.00 (240.70 to 241.70) Abundance Ton 184.00 (183.70 to 184.70)
30000 .
Bisphenol A 2-Hvdroxvbiphenv
20000 d d - y roxy |p eny
10000 20007 Standard
. 0 T T T T T T T 1 0 1 T = T == T
----- 56.00 16.50 17.00 17.50 18.00 18.50 19.00 19.50 Time--310.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50
Abundance Ion 256.00 (255.70 to 256.70) Abundance Ton 169.00 (168.70 to 169.70)
30000 2000
20000
2000 4
10000 4
o T T T T T T T 1 0 T T T T T
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Abb. 38: Massenfragmentogramme der fur die Identifizierung und Quantifizierung
von Bisphenol A und 2-Hydroxybiphenyl charakteristischen Massen-
spuren in einer Klarschlammprobe (getrockneter Schiamm des Klarwerks
Steinhdule vom 6.7.99) im Vergleich zu denen der Standardl 6sung.

Die Probenahmeserie am 5./6.7.99, die aus Primér-, Uberschussschlamm und dem
getrockneten Schlamm bestand, sollte dartiber Aufschluss geben, wieviel der Primar-
und wieviel der Uberschussschlamm zum Gesamtgehalt der einzelnen Komponenten
im getrockneten Schlamm beitragt. Der getrocknete Schlamm setzt sich in der Klar-
anlage Steinhaule aus ca. 1/4 des Primérschlammes und ca. 3/4 des Uberschuss-
schlammes zusammen. Die gemessenen Gehalte des Primér- und Uberschuss-
schlammes wurden auf ihren Anteil im getrockneten Gesamtschlamm bezogen (Abb.
39). Die Konzentrationen der phenolischen Xenoestrogene des Priméarschlammes
tragen nur zu einem Bruchteil zum Gesamtschlamm bei (4-tert-Octylphenol: 7,1 %, 4-
Nonylphenol 6,0 %, Bisphenol A 0,26 %, 4-Hydroxybiphenyl 27,3 %, 2-
Hydroxybiphenyl 0 % und 4-Chlor-3-Methylphenol 2,7 %). L ogischerweise misste der
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Hauptanteil der phenolischen Xenoestrogene aus dem Uberschussschlamm beige-
steuert werden.

Tab. 29:  Gehate phenolischer Xenoestrogene in mg/kg Trockensubstanz (TS) in
Klarschlammen der Kléranlage Steinhéule (UIm/Neu-Ulm)

Substanz Konzentrationen [mg/kg TS| im Klé&rschlamm
getrockn. getrockn. getrockn. Primar-  Uberschuss-
Schlamm Schlamm  Schlamm?® schlamm  schlamm
12.03.98 08.07.98 06.07.99 06.07.99 06.07.99

4-tert-Octylphenol 0,201 0,142 0,077 0,022 n.n.
4-Nonylphenol* 2,619 3,675 2,517 0,607 1,499
Bisphenol A 0,550 0,070 0,770 0,008 n.n.
2-t-Butyl-4-methylphenol  n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4-Hydroxybiphenyl 0,012 n.n. 0,011 0,012 n.n.
2-Hydroxybiphenyl 0,114 0,063 0,172 n.n. n.n.
4-Chloro-3-Methylphenol 0,040 0,014 0,037 0,004 n.n.
4-Chloro-2-Methylphenol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gluhverlust [%] 63,5 66,6 - - -
*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.
Schlamm nur einfach durch Zentrifugation getrocknet (vgl. I11.11 3 Abb. 32)

In der Abb. 39 und in Tab. 29 wird allerdings sichtbar, dass im Uberschussschlamm
nur 4-Nonylphenol gemessen wurde. Bei der Probenaufbereitung wurde der Uber-
schussschlamm (nur 1 % TS) im Gegensatz zum Primér- und Gesamtschlamm
zentrifugiert. Die Wasserphase wurde verworfen. Phenolische Xenoestrogene, die mit
der Wasserphase abgetrennt wurden, konnten also nicht bestimmt werden. Aufgrund
des Verteilungsgleichgewichtes zwischen Partikel- und Wasserphase (vgl. I11.11 3.1
Abb. 34) wurden vermutlich 4-tert-Octylphenol, Bisphenol A, 2-Hydroxybiphenyl und
4-Chlor-3-methylphenol mit der Wasserphase verworfen. Die Ergebnisse des Uber-
schussschlammes eignen sich also nicht fir eine Gesamtbilanzierung der Abwasser-
und Schlammbehandlung. Da aber nur 4-Nonylphenol gefunden wurde, kann daraus
gefolgert werden, dass in einem Klarschlamm mit 1 % TS ein dhnliches Verteilungs-
gleichgewicht zwischen Partikel- und Wasserphase wie im Zulauf vorliegen muss.
Theoretisch musste es wahrend der Schlammbehandlung der Kléranlage Steinhaule bei
der Zentrifugation ebenfals zur Abtrennung der in der Wasserphase geltsten
Komponenten kommen und dadurch lagen die Gehalte im getrockneten Schlamm
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wesentlich niedriger. Im getrockneten Gesamtschlamm ist aber gegentber dem Primér-
und Uberschussschlamm ein starker Anstieg der phenolischen Xenoestrogene zu
erkennen. Der hohe Anstieg lasst sich nur daraus erkléren, dass vor der Zentrifugation
bel der Schlammbehandlung das Phasengleichgewicht zugunsten einer Anreicherung
auf der Partikelphase gestort wird. Polyacrylate, die als Flockungsmittel bei der
Eindickung zugesetzt werden, binden durch Quellung die Wasserphase im Roh-
schlamm. Die in der Wasserphase gelosten phenolischen Xenoestrogene werden
vermutlich an den Polyacrylaten adsorptiv gebunden und konnen bei der nach-
folgenden Zentrifugation nicht mehr mit dem Filtratwasser abgeschieden werden.

Gehalte der phenolischen Xenoestrogeneim Primar- und
Uber schussschlamm bezogen auf ihren Anteil im Gesamt-

Genalt schlamm (1 kg Gesamtschlamm setzt sich aus 0,25 kg Primaér -
[mg/x kgT$] und 0,75 kg Uber schussschlamm zusammen)
3
o5 | 2,517 N Gehalt in 0,25 kg Primérschlamm
ul [0 Gehalt in 0,75 kg Uberschussschlamm
B Gehalt in 1 kg getrocknetem Gesamtschlamm
157 1,12
1+ 0,77
05 | 0,15 I
' 0,077 0,172 0,037
4-t-Octyl-  4-Nonyl-  Bisphenol 4-OH- 2-OH- 4-Cl-3-
phenol phenol* A Biphenyl  Biphenyl Methylph.

*Quantifizierung der 4-Nonylphenol-1somere Uber den Mittelwert der Peaks 2 und 10.

Abb. 39:  Gehalte [mg/x kg Trockensubstanz (TS)] phenolischer Xenoestrogene in
Klarschlammen der Kléranlage Steinhaule (UIm/Neu-Ulm) am 06.07.99.

3.3 Bilanzierung des Ein- und Austrages phenolischer Xenoestrogene
wahrend der Abwasser - und Schlammbehandlung

Bei den beiden Probenahmen am 10.-12.3.98 und 5./6.7.99 wurden jeweils 24 h-
Mischproben des Zu- und Ablaufes und je eine représentative Stichprobe des getrock-
neten Gesamtschlammes analysiert. Da die Wasserproben 7 - 8 h zeitversetzt und der
Schlamm am Ende der Abwasserprobenahme (bzw. 24 h spéter) genommen wurden,
konnen zwel komplette M assenbilanzen aufgestellt werden.
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Tab. 30:  Ein- und Austragsfrachten der phenolischen Xenoestrogene [g/d] mit dem
Zu- und Ablauf der Klaranlage Steinhaule (UIm/Neu-Ulm) und der im
getrockneten Gesamtschlamm angereicherten Fracht [g/d]. Der aus den
Ergebnissen der beiden Probenahmeserien ermittelte prozentuale Antell
der Zulauffracht, der abgebaut wurde*, ist angegeben.

Probenahme ; 10.-12.3.98 ; 5./6.7.99

Matrix \Zulauf  Ablauf  Schlamm AD- 1Zulauf  Ablaf  Schiamm Ab-
Abwasser- u. Schlamm- 176800 m* 76800m® 30000kg bau 1129000 m*132000 m* 30000kg bau
Mengen/d i i

Substanz | Frachten/d [%] | Frachten/d [%]

4-tert-Octylphenol i 2465 21,58 6,03 kein® i 5895 21,78 231 59,1
4Nonylphenol 11636 2458 7857 37,0 13444 30,62 7551 692
Bisphenol A i 4163 1244 1650 30,5 i 9533 13,73 2310 614
4-Hydroxybiphenyl i n.n. n.n. 0,360 - i n.n. n.n. 0,330 -

2-Hydroxybiphenyl 11183 1,15 342 961 12541 396 516 964
4Chlor-3-Methylph.19,98 061 120 819 19365 nn. 111 988

* Abbau [%] = Zulauf - (Ablauf + Schlamm)/ Zulauf x 100 %.
%ein Abbau, da die Summe Ablauf + Schlamm um 12,0 % > Zulauf.

In Tab. 30 sind die Massenfrachten pro Tag der nachgewiesenen phenolischen Xeno-
estrogene in den einzelnen Matrizes aufgefihrt. Aus den Frachten l&sst sich der Antell
der Zulauffracht ermitteln, der tatsachlich wahrend der Abwasser- und Schlamm-
behandlung abgebaut wurde (Tab. 30). Aus den beiden Probenahmeserien zeichnet
sich der Trend ab, dass der abgebaute Anteil bel htherer Zulauffracht ist. Je hoher die
Zulauffracht, desto effektiver ist der prozentuale Abbau. Dies wird deutlich bei 4-tert-
Octylphenol, 4-Nonylphenol und Bisphenol A. Sie wurden am 10.-12.3.98 (kein
Abbau bis 37,0 %) merkbar schlechter abgebaut als am 5./6.7.99 (59,1 - 69,2 %). Im
Zulauf vom 10./11.3.98 betrugen die Frachten etwa nur die Hafte der Werte vom
5./6.7.99. Die mit dem Ablauf und dem Klé&rschlamm ausgetragene Fracht war jedoch
bei beiden Probenahmedaten vergleichbar.

In Abb. 40 sind die Ablauf- und Klarschlammfrachten sowie der Anteil, der tatsachlich
abgebaut wurde, prozentual bezogen auf die Zulauffrachten dargestellt. Es sind die
Ergebnisse der finf phenolischen Xenoestrogene, die in allen Matrizes nachgewiesen
werden konnten, aus den beiden 24 h-Probenahmeserien zusammengefasst.
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4-tert -Octylphenol 4-Nonyl phenol Bisphenol A
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Abb. 40:  Prozentuale Vertellung der mit dem Ablauf und dem Klarschlamm
ausgetragenen Frachten bezogen auf die Zulauffracht der phenolischen
Xenoestrogene, ermittelt aus zwel Probenahmeserien dber 24 h der
Klaranlage Steinhaule (UIm/Neu-UIm). Die Differenz stellt den tatséchlich
abgebauten Anteil dar.

4-Nonylphenol und Bisphenol A wurden zu etwa einem Drittel im Klarschlamm
angereichert. Der Abbau dieser beiden Substanzen lag im Durchschnitt zwischen 46
und 53 %. 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol wurden sogar zu Uber 90
% abgebaut. Im Ablauf konnten tatséchlich nur noch geringe Mengen (1 - 3 %) der
Zulauffracht nachgewiesen werden.

4-tert-Octylphenol ist im Gegensatz zu 4-Nonylphenol wesentlich schlechter abbau-
bar. Im Durchschnitt lag die Abbaubarkeit bei 24 %, allerdings zeigten die aus den
beiden Probenahmeserien resultierenden Abbauraten eine starke Streuung. Am 10.-
12.3.98 war die Summe aus Ablauf- und Klarschlammfracht sogar 12 % hoher als die
Zulauffracht, sodass rein rechnerisch kein Abbau erkennbar war. Wahrend der
Abwasserbehandlung werden parallel zur Elimination von 4-tert-Octylphenol 4-tert-
Octylphenolpolyethoxylate zu 4-tert-Octylphenol abgebaut. Neben den freien Phenolen
werden hauptsachlich die Eltern-Verbindungen in Kléranlagen eingetragen. Da die
Konzentrationen von 4-tert-Octylphenol am 10.-12.3.98 im Vergleich zum 5./6.7.99 im
Zulauf um ca. 40 % geringer lagen, erfolgte der Abbau der Precursor-Verbindungen
am 10.-12.3.98 vermutlich starker als der Abbau bzw. die Eliminierung von 4-tert-
Octylphenol selbst.



mﬁmﬂw Il Ergebnisse und Diskussion

34 Diskussion

Phenolische Xenoestr ogene im Abwasser

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Gehalte der sechs phenolischen Xeno-
estrogene im Abwasser wurden Gehalten anderer Studien gegentibergestellt (Tab. 31).
Es sind Uberwiegend aktuelle Literaturdaten aufgefihrt. FUr ungereinigtes Abwasser
(2) liegen im Vergleich zu gereinigtem Abwasser (A) deutlich weniger Daten vor und
4-Nonylphenol ist wieder die am besten untersuchte Verbindung der sechs
phenolischen Xenoestrogene.

Im Vergleich zu &lteren Studien von Giger et a. (Stephanou und Giger 1982,
Marcomini et al. 1987, Giger et al. 1986, Ahel et a. 1994a), die 4-Nonylphenol mit
Konzentrationen bis zu 280 g/l bzw. 30 pg/l in Zu- bzw. Ablaufen von Schweizer
Kléranlagen bestimmten, ist ein rtcklaufiger Trend der Gehalte zu erkennen. Aller-
dings wurden in den USA bzw. Kanada in Ablaufen von Klaranlagen in Massachusetts
(Cape Cod) und Michigan (Detroit River) bzw. bei Toronto und Mississauga noch
Konzentrationen bis 37 pug/l gemessen (Lee und Peart 1995, Rudel et al. 1998, Snyder
et al. 1999). Européische Studien zeigen fir 4-Nonylphenol Gehalte bis maximal 4 pg/l
(Di Corcia et a. 1994, Zellner u. Kalbfus 1997, Buchwald et al. 1998, Larsson et al.
1999, Spengler et al. 1999a, Fromme et al. 1999). Die Gehalte, die in den Ablaufen der
in dieser Arbeit untersuchten Kléranlagen gefunden wurden (0,22 - 0,83 pg/l), sind
vergleichbar mit erst kiirzlich in Deutschland gemessenen Werten (Fromme et a. 1999,
Spengler et al. 1999a). Der Eintrag von 4-Nonylphenol tber die Klaranlagenablaufe in
die Gewasser findet also trotz freiwilliger Selbstverpflichtung der chemischen
Industrie, auf Alkylphenolpolyethoxylate in Haushaltsreinigern zu verzichten, nach wie
vor statt. Im industriellen Bereich wurden 1998 23.000 t Nonylphenol polyethoxylate
eingesetzt (Hager 1999). Im ungereinigten Abwasser der Klaranlage Steinhaule (UIm/
Neu-Ulm), die maxima 40 % Abwasser aus nicht hauslichen Bereichen aufnimmt,
konnten deshalb bis zu 6,6 g/l 4-Nonylphenol gemessen werden.

Bisphenol A, das neben 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol in alen untersuchten
Abléufen (Klaranlagen Steinhaule, Ostritz und Pflanzenkléranlage Ostritz-Bergfrieden)
gemessen wurde, stimmte mit den in anderen Studien gemessenen Konzentrationen
Uberein (Buchwald et al. 1998, Rudel et al. 1998, Larsson et al. 1999, Fromme et al.
1999, Spengler et a. 1999b). Die Gehalte in ungereinigtem Abwasser lagen bei Rudel
et al. (1998) im Gegensatz zu den eigenen Werten (0,53 - 2,12 ug/l) deutlich niedriger
(0,09 - 0,15 pg/l).
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Tab. 31:  Vergleich der in dieser Arbeit im Abwasser (Zu- und Ablauf) gemessenen
Gehalte der phenolischen Xenoestrogene mit in der Literatur beschrieben-
en Konzentrationen.

Literatur ungereinigtes Ab- Konz. [ug/l] in ge- eigene Konz.

wasser (Z) [ug/l]  reinigtem Abwasser [ug/I]°®
(A)

4-t-Octyl-  Snyder et al. (1999) < 0,002 - 0,67 Z:0,32- 0,46
phenol Rudel et al. (1998) 0,20- 0,74 0,15 A: <0,02-

Buchwald et al. (1998) 0,17 0,22
4-Nonyl- Snyder et al. (1999) <0,01-37,0 Z:2,13-6,65
phenol Larsson et al. (1999) 0,84 A:0,22-0,83

Spengler et al. (1999b) 0,19 - 2,3 (0,59

Fromme et al. (1999) 0,35- 2,10

Rudel et al. (1998) 25,0-33,0 16,0

Buchwald et al. (1998) 0,34

Zellner u. Kalbfus (1997) 0,20- 0,90

Lee und Peart (1995) 0,80 - 15,0 (1,30°)

Di Corciaetal. (1994) 2,00 - 40,0° (18,5°) 0,70 - 4,00° (1,70°)
Bisphenol A Larsson et al. (1999) 0,49 Z:053-212

Fromme et al. (1999) <0,0001-0,70 A:<0,05

Spengler et al. (1999b) 0,02 - 1,04 (0,09") -0,16

Rudel et al. (1998) 0,09 - 0,15 (0,113 0,02 - 0,06 (0,04%)

Buchwald et al. (1998) 0,60

3-t-Butyl-4- Rudel et al. (1998) 0,03-0,05(0,04% n.n(<0,007) Z: 0,005 - 0,05

hydroxyanis. Buchwald et al. (1998) 0,06 A:n.n.-0,03

2-Hydroxy- Terneset al. (1998) 2,00 + 0,80° 0,04 + 0,005" Z:1,54-2,80
bipheny! <0,01-2,60(0,03°) A:n.n.-0,03
Rude! et al. (1998) 2,20 - 3,50 (2,70% 0,02 - 0,05 (0,039

4-Chlor-3-  Castillo et al. (1999) 2300 (Gerberei) Z:0,07-0,73

methylph.  Temeset al. (1998) 1,50 + 0,50¢ <0,01¢ A:n.n.-<0,01

Mittelwert; "Median; *Monitoring des Zu- und Ablaufes (24 h-Sammelproben) einer
Klaranlage bei Rom ber ein Jahr; “Mittelwert Uber 6 Tage im Zu- und Ablauf einer
Klaranlage bei Frankfurt; “Ohne Beriicksichtigung der Konzentrationen im Ablauf der KA

Nellingen.
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Im Zulauf der Kldranlage Steinhdule (UIm/Neu-Ulm) wurden noch drei weltere
phenolische Xenoestrogene gefunden. 2-Hydroxybiphenyl wurde im Durchschnitt in
hoheren Konzentrationen wie Bisphenol A gemessen (1,54 - 2,80 pg/l). Ternes et al.
(1998) konnte im Zulauf einer Klaranlage bei Frankfurt/Main dhnlich hohe Gehalte
messen (2,0 pg/l £ 0,80). In Ablaufen von 49 Klaranlagen in Deutschland konnten bei
der gleichen Studie Maximalkonzentrationen bis zu 2,6 pg/l fir 2-Hydroxybiphenyl
gemessen werden. Der Median (0,03 pg/l) und das 90 %-Perzentil (0,12 ug/l) zeigen
alerdings, dass die Konzentrationen tberwiegend vergleichbar niedrig lagen wie im
Ablauf der Klaranlage Steinhdule. In Sielhautuntersuchungen wurde neben 4-
Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol regelméig 2-Hydroxybiphenyl nachgewiesen
(Sauer et a. 1997). Sogenannte Sielhaute bilden sich an der Wand von allen Kanden,
durch die ungereinigtes Abwasser flief3t.

Die hohen Konzentrationen von 2-Hydroxybiphenyl und auch die von 4-Chlor-3-
methylphenol im Zulauf der Klaranlage Steinhéule lassen sich unter anderem durch
Aufnahme von Abwasser aus der pharmazeutischen Industrie und den angeschlossenen
Kliniken erklaren. 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol sind laut der Roten
Liste (BPI 1999) in mehr als 10 Desinfektionsmitteln enthalten. Ungereinigtes
Abwasser aus Gerbereien zeigte fur 4-Chlor-3-methylphenol noch deutlich héhere
Gehadlte (Cadtillo et a. 1999) als solches, das sich Uberwiegend aus hauslichem
Abwasser zusammensetzt (eigene Messungen: 0,07 - 0,73 pg/l, Ternes et al. 1998: 1,50
+ 0,50 pg/l). Ternes et a. (1998) konnten im Ablauf der 49 Klaranlagen in
Deutschland wie in der Kléaranlage Steinhaule 4-Chlor-3-methylphenol nur unterhalb
der Bestimmungsgrenze von 0,01 pg/I nachweisen.

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol wiesim Zulauf der Klaranlage Steinhéule die geringsten
Gehalte der sechs detektierten phenolischen Xenoestrogene auf. Rudel et al. (1998)
fanden in ungereinigtem Abwasser vergleichbar niedrige Gehalte. Die Konzentrationen
im Ablauf lagen in anderen Studien und der eigenen Arbeit unter 0,06 ug/l.

Aus den Daten der eigenen Messungen und den Literaturdaten lasst sich erkennen,
dass 4-Nonylphenol, 4-tert-Octylphenol, Bisphenol A, 2-Hydroxybiphenyl und 4-
Chlor-3-methylphenol, die beiden letzteren Verbindungen in deutlich geringerem
Ausmal3, Uber Kléranlagenabléufe in die aguatische Umwelt gelangen und dort mehr
oder weniger stark, wie unter Kapitel 111.11 1 und 2 beschrieben, akkumulieren.

Naturliche und synthetische Estrogene und 17B-Sitosterol im Abwasser

In Tab. 32 wurden die Konzentrationen der finf Steroide, die im Rahmen dieser Arbeit
in gereinigtem Abwasser gemessen wurden, mit denen aus anderen Studien verglichen.
Es sind nur die Ergebnisse neuerer Studien aufgefihrt. Estriol in gereinigtem
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Abwasser und die Steroide in ungereinigtem Abwasser wurden bisher nur in sehr
geringem Umfang untersucht.

Die in dieser Arbeit in Klaranlagenablaufen gemessenen Konzentrationen der natir-
lichen und synthetischen Estrogene stimmen mit den Werten aus den anderen
aufgefiihrten Studien Uberein. Es zeichnet sich ein einheitliches Bild der Gehalte in
Klaranlagenablaufen in den einzelnen Landern ab. Estron wurde in alen Studien wie
bereits in den Gewassern (vgl. Kap. [11.11 1.3) in htheren Konzentrationen gemessen
(bis zu 76 ng/l). In der Klaranlage Steinhdule zeigte Estron die hdchsten Gehalte der
vier Estrogene (12 - 32 ng/l), in der Kl&ranlage Ostritz (Sachsen) wurden nur 1,4 ng/l
gemessen. Nach Batch-Versuchen mit Belebtschlamm aus einer kommunalen
Klaranlage wurde Estron nahezu quantitativ aus 17p-Estradiol gebildet (Ternes et al.
1999Dh). Daraus erkléren sich die hoheren Konzentrationen von Estron. 17B3-Estradiol
wurde in den Ablaufen der Kléranlagen Steinhaule und Ostritz (n.n. - 1,7 ng/l) wie in
anderen Studien Uberwiegend im unteren ppt-Bereich gemessen. Vereinzelt wurden
aber auch deutlich hohere Konzentrationen in Klaranlagenabldufen in England und
Kanada bestimmt (Ternes et a. 1999a, Desbrow et al. 1998). Nach den Batch-
Versuchen von Ternes et a. (1999b) ist mit dem Auftreten von 17a-Ethinylestradiol
in hoheren Konzentrationen zu rechnen. Nur 20 % der Initialkonzentrationen waren
nach 24 h (1 ng/ml) bzw. nach 48 h (1 pg/ml) reduziert. Die vorliegenden Unter-
suchungen und die eigenen Messungen zeigen mit Ausnahme der Ablaufe aus Kanada
(bis 48 ng/l) Werte, die im unteren ppt-Bereich liegen. Im Ablauf der Klaranlage
Steinhaule konnten Konzentrationen bis maxima 3,7 ng/l festgestellt werden, im
Ablauf der Kléranlage Ostritz wurden 6,5 ng/l 17a-Ethinylestradiol gemessen. Ver-
mutlich spielen bel der Elimination von 17a-Ethinylestradiol noch weitere Bedin-
gungen als die in den Batch-V ersuchen angewandten aeroben Verhdltnisse eine Rolle.
In modernen Kl&ranlagen wird in der biologischen Stufe zwischen aeroben und anaero-
ben Verhdltnissen gewechselt (Nitrifikation/ Denitrifikation). Die Elimination durch
Adsorption wahrend der Vor- und Nachklarung misste ebenso wie die Anreicherung
in Sedimenten (vgl. I11.11 3.1) geklart werden.

Estriol wurde wie bei Ternes et al. (1996) in keiner der Ablaufproben nachgewiesen.
Demnach stimmen die Ergebnisse aus den Messungen der Oberflachengewasser mit
den Abwasseruntersuchungen Uberein. Ein Eintrag von Estriol Uber Klaranlagen-
ablaufe in die Gewasser ist nach diesen ersten Messungen nicht zu erwarten, dadieim
Zulauf der Klaranlage gefundenen Konzentrationen vollsténdig eliminiert wurden.
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Tab. 32:  Vergleich der in dieser Arbeit im Abwasser gemessenen Gehate der
Steroide mit in der Literatur beschriebenen Konzentrationen.
Literatur Probe- Konz. [ng/l] in gereinigt- eigene
nahme em Abwasser (Median) Konz.[ng/l]?
17B- Snyder et al. (1999) USA <01-37 Z.28-520
Estradiol | arsson et al. (1999) Schweden 1,1 A:nn. (2,8 - 4,6)
Spengler et al. (1999b) Deutschiand < 0,4 - 15,0 (1,9) -1,7
Terneset al. (1999a) Deutschland <1-3(<1)
Kanada <1-64(6)
Belfroid et al. (1999) Niederlande < 0,6 - 12 (0,9) hausl. A.
<0,4-<0,7(<BG)ind. A.
Desbrow et al. (1998) England 2,7-48,0(6,3)
Estron Larsson et al. (1999) Schweden 5,8 Z:150- 151
Spengler et al. (1999b) Deutschland < 0,7 - 22 (3,3) A:14-320
Terneset al. (1999a) Deutschland < 1- 70 (9)
Kanada <1-48(3)
Belfroid et al. (1999) Niederlande < 0,4 - 47 (4,5) hausl. A.
<0,1-11(0,4) industr. A.
Desbrow et al. (1998) England 1,4-76,0(9,4)
170- Snyder et al. (1999) USA <0,05-0,8 Z:11,7-32,6
Ethinyl- | arsson et al. (1999) Schweden 4,5 A:n.n. (2,0-37)
estradiol  guengleretal. (1999)  Deutschland  (2,0) -6,5
Terneset al. (1999a) Deutschland < 1-15 (1)
Kanada <1-42(9)
Belfroid et al. (1999) Niederlande <0,2-7,5(<BG) héaus. A.
<0,2-2,6(<BG)ind. A.
Desbrow et al. (1998) England <0,2-7,0(<0,2
Kalbfus (1997) Bayern <0,2-05
Estriol Stumpf et al. (1996) Deutschland <1 (< 1) Z:16,7-73,3
A:n.n. (0,6 - 4,3)
17p- Spengler et al. (1999a) Deutschland 578 - 883 (709) Z:154 - 2068
Sitosterol  sumpf et al. (1996) Deutschland > 20 - 402 (89) A:147 - 474

Quéméneur u. Marty (1994) Frankreich

1100 - 50200 (gelst. Anteil)

%0hne Berticksichtigung der Konzentrationen im Ablauf der KA Nellingen
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Die Gehalte von 17B-Sitosterol der anderen Studien unterscheiden sich untereinander
und von den Ergebnissen der Kléranlage Steinhaule und Ostritz sehr stark. In
franzosischen Klaranlagenablaufen wurden in der Wasserphase Konzentrationen von
Uber 1 pg/l gemessen. Im partikuléren Anteil, der zusétzlich analysiert wurde, lagen die
Gehalte nochmals wesentlich hoher. Die in dieser Arbeit bestimmten Gehalte von 17[3-
Sitosterol (147 - 474 ng/l) lassen sich zwischen den Werten von Stumpf et al. (1996)
und Spengler et a. (19994a) einstufen.

Im Zulauf der Klaranlage Steinhdule wurden fir die natirlichen und synthetischen
Estrogene Konzentrationen zwischen 2,8 und 115 ng/l gemessen. Estron wurde wie
auch im Ablauf der Kléaranlage Steinhdule mit den hdchsten Konzentrationen
gemessen, gefolgt von Estriol (16,7 - 73,3 ng/l), 17B-Estradiol (2,8 - 52,0 ng/l) und
17a-Ethinylestradiol (12 - 33 ng/l). Die gemessenen Konzentrationen von 170-
Ethinylestradiol stimmen gut mit Abschézungen von Kimmerer (1999) Uberein, der
fur die Klaranlage Freiburger Bucht eine mittlere Konzentration von 18 ng/l im Zulauf
und fir das gesamte Deutschland eine Durchschnittskonzentration von 10 ng/l
berechnete. In den Zuléufen einer Kléranlage bei Frankfurt/Main und einer Klaranlage
bel Rio de Janeiro (Brasilien) wurden fur Estron mit 40 ng/l und 27 ng/l ebenfalls die
hochsten Konzentrationen gemessen. Die Gehalte von 17a-Estradiol lagen in dieser
Untersuchung bel 21 ng/l bzw. 15 ng/l, die Gehalte von 17a-Ethinylestradiol lagen
deutlich niedriger. Ternes et al. (1999a) konnten in den Zuldufen Biologie dieser
beiden Anlagen eine dhnliche Erh6hung der Estrogene wie im Zulauf Biologie der
Klaranlage Steinhdule vom 5./6.7.99 feststellen. FUr Ternes et a. (1999a) resultiert
dieser Anstieg nach der Vorklarung ebenfalls aus der Spaltung von Steroidkonjugaten
(val. 11111 3.2).

Phenolische Xenoestr ogeneim Klarschlamm

Im getrockneten Klérschlamm der Kléranlage Steinhdule (UIm/Neu-Ulm) wurden 4-
Nonylphenaol (2,5 - 3,7 mg/kg TS), gefolgt von Bisphenol A (0,08 - 0,55 mg/kg TS), 4-
tert-Octylphenol 0,08 - 0,20 mg/kg TS), 2-Hydroxybiphenyl (0,06 - 0,17 mg/kg TS)
und 4-Chlor-3-methylphenol (0,01 - 0,04 mg/kg) gemessen. Neben diesen funf
Komponenten, die alle auch im Zulauf der Klaranlage Steinhdule bestimmt werden
konnten, war in zwei der drei Klarschlammproben auf3erdem noch 4-Hydroxybiphenyl
nachweisbar. 4-Nonylphenol, dessen Anreicherung im Klé&rschlamm bereits gut
dokumentiert ist (Giger et al. 1986, Brunner et al. 1988, Ahel et al. 1994a), zeigte wie
in den Sedimenten die hichsten Gehalte. Die anderen Komponenten lagen in deutlich
niedrigeren Konzentrationen vor; Uber ihr Anreicherungsverhalten im Klarschlamm
sind bisher keine detaillierten Untersuchungen bekannt.
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Die in den getrockneten Gesamt-, Priméar- und Uberschussschiammen gemessenen
Gehalte konnten zeigen, wann und in welchem Ausmald die im Klarschlamm
gemessenen phenolischen Xenoestrogene durch Adsorption an den schlammbildenden
Partikeln aus dem Abwasser eliminiert wurden. Eigentlich spielte die Anreicherung im
Klérschlamm nur fir 4-Nonylphenol und Bisphenol A eine Rolle: 35 % bzw. 32 % der
Gesamtzulauffracht wurden im Klérschlamm akkumuliert. Bel 4-tert-Octylphenol, 2-
Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol wurden nur 14 %, 2 % und 7 % der
Gesamtzulauffracht im Klarschlamm wiedergefunden. Im Gegensatz zu Bisphenol A
war fur 4-Nonylphenol die gute Anreicherung im Klarschlamm mit dem hohen log
Kow-Wert von 4,48 (Ahel und Giger 1993) zu erklaren. Erwartungsgemald misste sich
4-tert-Octylphenol aber wesentlich besser im Klérschlamm anreichern, da der log
Kow-Wert von 4,12 (Ahel und Giger 1993) deutlich hoher ist as der von Bisphenol A
(log Kow = 3/4; Staples et al. 1998) und nur minimal niedriger als der von 4-
Nonylphenol liegt. Untersuchungen des Verteilungsgleichgewichts zwischen Wasser-
und Partikelphase in ungereinigtem Abwasser sprachen allerdings fur die niederen
Gehalte von 4-tert-Octylphenol im Klérschlamm der Klaranlage Steinhaule: 4-
Nonylphenol war bis zu 72 % und 4-tert-Octylphenol nur bis max. 30 % in der
Partikelphase zu finden (vgl. 111.11 3.1). Bisphenol A wurde sogar nahezu vollstéandig
in der Wasserphase gefunden. Um wiederum die hohen Gehalte von Bisphenol A im
Klarschlamm zu erkl&ren, muss davon ausgegangen werden, dass die Adsorption an
den Klarschlamm fir 4-Nonylphenol und Bisphenol A zu unterschiedlichen Zeit-
punkten stattfand. Die Messungen des Primér- und Uberschussschlammes zeigen, dass
4-Nonylphenol wahrend der Vor- und Nachklarung an schlammbildende Partikel
adsorbiert wurde. Da Bisphenol A im Rohschlamm, der im Labor zur Probenvor-
bereitung zentrifugiert wurde, nicht gemessen wurde, konnte die Adsorption von
Bisphenol A in der Klaranlage nur vor der Zentrifugation des Gesamtschlammes er-
folgen. Vermutlich wurde Bisphenol A bel der Eindickung an die Flockungshilfsmittel
adsorbiert (vgl. l11.11 3.2).

In der Klaranlage Steinhdule wird keine anaerobe Faulung durchgefiihrt. Deshalb
entspricht der fur 4-Nonylphenol im getrockneten Klarschlamm bestimmte Gehalt dem
tatséchlich durch Adsorption aus dem Abwasser eliminierten Anteil. Bei der anaeroben
Stabilisierung werden die Primarmetabolite der Nonylphenolpolyethoxylate, die
Nonylphenolmono- und diethoxylate, bzw. Nonylphenoxyessigsauren, die bevorzugt
wahrend der Abwasserbehandlung entstehen, zum freien, wesentlich toxischeren 4-
Nonylphenol abgebaut (Brunner et al. 1988, Ahel et al. 1994a). Wahlberg et al. (1990)
konnten in einem Klérschlamm, der vor und nach der anaeroben Stabilisierung analy-
siert wurde, nach der Stabilisierung vierfach hdhere Gehalte fur 4-Nonylphenol fest-
stellen. Die in dieser Arbeit gemessenen 4-Nonylphenol-Gehalte konnen also nicht
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unmittelbar mit Gehalten in anaerob stabilisierten Schldmmen verglichen werden.
Allerdings konnte Jobst, der in den Jahren 1987 bis 1989 Uber 149 Kl&rschlammproben
aus Westdeutschland (Median 83,4 mg/kg, Durchschnitt 128 mg/kg, 90 %-Perzentil
264 mg/kg) untersuchte (Jobst 1995) und dann in den Jahren 1994 bis 1995 101 Klé&r-
schlammproben aus Rheinland-Pfalz (Median 4,6 mg/kg, 90 %-Perzentil 24,8 mg/kg)
anaysierte, einen drastischen Ruckgang der 4-Nonylphenol-Konzentrationen fest-
stellen (Jobst 1998). Diese Ergebnissen und die geringen Gehalten im Klérschlamm
der Klaranlage Steinhaule (Ulm/Neu-Ulm) deuten darauf hin, dass die freiwillige
Selbstverpflichtung in Deutschland tatschlich umgesetzt wurde. In anderen Landern
wie Taiwan und Kanada konnten kirzlich noch Konzentrationen von 243,9 mg/kg
bzw. 368 mg/kg fur 4-Nonylphenol nachgewiesen werden (Lin et a. 1999 bzw.
Bennett und Metcalfe 1998). Im Klérschlamm derselben Klaranlage (Whitby Harbour)
in Kanada wurde 4-tert-Octylphenol mit 21,8 mg/kg auch in einer wesentlich héheren
Konzentration als im Klérschlamm der Kl&ranlage Steinhéule gemessen.

Fromme et al. (1999) fand fur Bisphenol A in 31 Klérschlammproben Gehalte
zwischen 0,0039 und 1,36 mg/kg. Die Konzentrationen im Klarschlamm der
Kléranlage Steinhaule lagen somit in vergleichbarer Grolenordnung.

Eliminierung der phenolischen Xenoestrogene und der Steroide wahrend der
Abwasser - und Schlammbehandlung der Klaranlage Steinhaule

Durch Analyse von Zu- und Ablaufproben, die entsprechend der Verwelldauer des
Abwassers zeitversetzt in der Kléaranlage Steinhéule (Ulm/Neu-Ulm) genommen
wurden, konnten fir die untersuchten estrogen wirksamen Substanzen die Eliminie-
rungsraten bestimmt werden.

Fir die phenolischen Xenoestrogene konnten Eliminierungsraten zwischen 32 und >
99 % ermittelt werden. 4-tert-Octylphenol zeigte mit 32 bis 64 % die schlechteste
Eliminierung. Die Eliminierung fur Bisphenol A und 4-Nonylphenol erfolgte im
gleichen Ausmal3 (70 - 94 % bzw. 85 - 91 %); 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-
methylphenol wurden nahezu vollstandig entfernt (> 99 % bzw. 94 - > 99 %). Durch
Messung der Gehalte im getrockneten Klarschlamm konnte fir die beiden letzteren
Komponenten gezeigt werden, dass sie tatschlich nahezu vollstandig wahrend der
Abwasserbehandlung abgebaut wurden (96 % bzw. 82 - 99 %) Im Klarschlamm
wurden nur geringe Mengen der Gesamtzulauffracht gefunden. Bisphenol A und 4-
Nonylphenol wurden im Durchschnitt nur zu 46 % und 53 % abgebaut, da im
Klarschlamm betréchtliche Mengen der Gesamtzulauffracht gemessen werden
konnten. Die Abbaubarkeit fur 4-tert-Octylphenol zeigte an den beiden Probenahme-
daten (10.-12.3.98 und 5./6.7.99) eine starke Streuung, lag aber deutlich unter der aller
anderen Substanzen. Vermutlich wurden in der biologischen Stufe der Kléranlage
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Steinhaule die Precursor-Verbindungen an den beiden Probenahmedaten in unter-
schiedlichem Ausmal3 zum freien Phenol abgebaut. Die Eliminierung Uber den Klar-
schlamm an beiden Probennahmedaten zeigte ebenfalls eine starke Streuung (25 %
bzw. 3,9 %), war aber deutlich niedriger as die von 4-Nonylphenol (48 % bzw. 22 %).

Ahnliche Eliminierungsraten fir 4-Nonylphenol wie in der Klaranlage Steinhdule
konnten in einer italienischen Kléranlage (bei Rom) bei einem zwo6lfmonatigen
Monitoring bestimmt werden (bis zu 93 %, Di Corciaet a. 1994). Ahel et a. (1994a)
ermittelten Eliminierungsraten von 9 bis 82 % (Differenz zwischen Konzentrationen
des Zulaufes Biologie und des Ablaufes) in 11 Schweizer Klaranlagen. Bei der
Berechnung der Eliminierungsrate der Konzentrationen zwischen Zulauf Biologie und
Ablauf der Probenserie vom 5./6.7.99 der Kléranlage Steinhaule ergab sich ein Wert
von 71 %, der in den oberen Bereich der von Ahel et. al. (1994a) ermittelten Elimi-
nierungsraten einzustufen ist. Ebenfalls von Giger et al. konnte gezeigt werden, dass
nach der Vorkldrung noch 71 % der Gesamtzulauffracht in die biologische Stufe
Ubergingen (Brunner et al. 1986). In der Klaranlage Steinhaule waren es im Gegensatz
dazu nur noch 30 %, d.h. die mechanische Abwasserreinigung mit Fett/Olabscheidung
in der Kléaranlage Steinhdule, einer sehr modernen Kléranlage, muss wesentlich
effektiver arbeiten als die mechanische Abwasserreinigung der Schweizer Kléranlage
Zurich-Glatt vor tber 10 Jahren.

Obwohl fir Bisphenol A eine gute Abbaubarkeit in biologischen Abwasserbe-
handlungsanlagen und Simulationstudien unter anaeroben und aeroben Bedingungen
dokumentiert ist (Staples et a. 1998), konnten in dieser Arbeit in der Kléranlage
Steinhaule Eliminierungsraten bis maximal 94 % ermittelt werden. Bel relativ hohen
Zulaufkonzentrationen erklart sich, warum in Oberflachengewéssern im Wasser und
im Sediment Bisphenol A nachgewiesen werden kann.

Ternes et a. (1998) konnten bei der Untersuchung von Zu- und Ablauf einer
kommunalen Klaranlage bei Frankfurt/Main Uber sechs Tage fur 2-Hydroxybiphenyl
(98 %) und 4-Chlor-3-methylphenol (> 98 %) vergleichbar hohe Eliminierungsraten
wie in der Klaranlage Steinhdule feststellen. 1982 konnte bereits fur 4-Chlor-3-
methylphenol eine Eliminierung in finf mechanisch-biologischen Klaranlagen bei
Darmstadt zwischen 72 und > 96 % gemessen werden (Arendt et al. 1983). Diese
Ergebnisse und die parallel zum Ab- und Zulauf gemessenen Konzentrationen im
Klarschlamm deuten, wie auch die Ergebnisse der Kléaranlage Steinh&ule darauf hin,
dass die Eliminierung von 4-Chlor-3-methylphenol vorwiegend auf mikrobiellem
Abbau beruht. Da die Gehalte im Faulschlamm (< 0,0004 mg/kg TS) dieser funf Klar-
anlagen geringer lagen as im Rohschlamm (bis 0,004 mg/kg TS), musste wahrend der
anaeroben Schlammfaulung 4-Chlor-3-methylphenol weiter abgebaut worden sein. Im
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getrockneten Klarschlamm der Klaranlage Steinhdule, der nicht anaerob stabilisiert
wurde, lagen die Gehalte sogar deutlich héher (0,014 - 0,04 mg/kg TS).

Fur alle funf Steroide konnte eine Eliminierung von bis zu 90 % berechnet werden.
Estriol und Ethinylestradiol wurden sogar an allen drei Beprobungen zu Uber 91 %
eliminiert. 17B3-Estradiol (45 - 92 % Eliminierung) und sein primérer Metabolit Estron
(81 % Konzentrationszunahme bis 92 % Eliminierung) zeigten bei den drei Bepro-
bungen grolRere Abweichungen bel ihrer Entfernung aus dem Abwasser. Die Elimi-
nierungsraten von 173-Sitosterol zeigte ebenfalls eine starke Streuung (298 % Kon-
zentrationszunahme bis 94 % Eliminierung).

Die Eliminierungsraten der natiirlichen und synthetischen Estrogene, die in einzelnen
Studien berechnet wurden, zeigen untereinander kein einheitliches Bild und
unterscheiden sich auch teilweise erheblich von denen, die in dieser Arbeit ermittelt
wurden. Stumpf et a. (1996) konnten fur 17B-Estradiol (75 %) und 17a-Ethinyl-
estradiol (75 %) ahnlich hohe Abbauraten in einer kommunalen Kléranlage ermitteln.
Wesentlich niedrigere Eliminierungsraten fur 17a-Ethinylestradiol ergaben sich bei
einer sechstégigen Beprobung an einer kommunalen Kléranlage bei Frankfurt/Main
(kein Abbau, Ternes et a. 1999a) und bei einer Feldstudie vor 1981 in mehreren
Klaranlagen der USA (ca. 20 - 40 %, Schweinsfurth und Lange 1998). Bel der gleichen
Studie wurden von Ternes et a. (1999 a) im Gegensatz zu der Klaranlage in
Frankfurt/Main in einer brasilianischen Klaranlage bel Rio de Janeiro fur 17a-Ethinyl-
estradiol immerhin ein Abbau zwischen 64 und 78 % gemessen. Als Ursache fir den
schlechten Abbau in der Kldranlage bei Frankfurt/Main vermuteten Ternes et al.
(1999a) die niedrigen Temperaturen (-2 °C) bel der Probenahme. Wéhrend der
Probenahme in Brasilien lagen die Temperaturen bei 20 °C. In der hessischen Klér-
anlage wurde 17B3-Estradiol (64 %) ebenfalls schlechter abgebaut als in der brasili-
anischen Klaranlage (92 - 99,6 %).

Bei den Beprobungen der Klaranlage Steinh&ule im Frahjahr (45 % Eliminierung bzw.
298 % Konzentrationszunahme) wurden 1703-Estradiol und 173-Sitosterol wesentlich
schlechter bzw. gar nicht abgebaut als bel den beiden Beprobungen Ende Juni 1998 (93
% bzw. 94 %) und Anfang Juli 1999 (97 % bzw. 91 %). Ein Einfluss auf die
biologische Abbaubarkeit der Steroide durch die Umgebungstemperatur der Klaranlage
scheint denkbar und wirde teilweise die stark schwankenden Eliminierungsraten er-
kléren. Bei der Berechnung der Eliminierungsrate sollte nicht vernachlassigt werden,
dass die natirlichen und synthetischen Estrogene in der Klaranlage tUberwiegend as
Konjugate ankommen. Mit der entwickelten GC/MS-Methode werden nur die freien
Steroide erfasst, d.h. wenn im Zulauf betréchtliche Konzentrationen an Glucuroniden
und Sulfaten vorlagen, wurde insgesamt eine zu geringe Konzentration an Steroiden
gemessen. Da vermutlich spétestens im Belebtschlammbecken die Konjugate voll-
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stéandig gespalten werden, lagen im Ablauf nur noch die freien Steroide vor. Wird die
Eliminierungsrate Uber die Differenz der freien Steroidkonzentrationen im Zu- und
Ablauf berechnet, kann die Rate zu gering sein oder gar im Negativen liegen (Ablauf >
Zulauf), vor allem, wenn der biologische Abbau ohnehin durch @ul3ere Einflisse wie
die Umgebungstemperatur verringert ist. Fur eine vollstandige Bilanzierung misste
also eine Methode entwickelt werden, die zusétzlich die konjugierten Steroide erfasst.

Die Ergebnisse der Eliminierungsraten zeigen, dass die Klaranlagen und im Besonder-
en die untersuchte Klaranlage Steinhédule teilweise sehr effektiv arbeiten, dass jedoch
eine vollstandige Entfernung der estrogen wirksamen Substanzen keineswegs statt-
findet. Weitergehende Abwasserreinigungsmalinahmen kénnen zu einer weiteren Ver-
ringerung oder im ldealfall zu einer vollsténdigen Entfernung der estrogen wirksamen
Substanzen fuhren. Derzeit werden in Pilotprojekten bereits weitergehende Abwasser-
reinigungsmal3nahmen wie Sandfiltration (z.B. Kléranlage Stockholm), Aktivkohle-
filtration (z.B. Kléaranlage Albstadt-Ebingen) und Membranfiltration (z.B. Kl&ranlage
|mmenstaad/Bodensee) eingesetzt.

4 Biologische Analytik durch Anwendung des E-Screen-Assay

Zum Vergleich der biologischen und chemischen Analytik wurden dieselben Fest-
phasenextrakte der Wasserproben von Korsch und Krahenbach im E-Screen-Assay
jeweils dreimal getestet. Es wurde ein Aliquot (zwischen 70 und 90 %) des Extraktes
aus 1 | Probe eingesetzt, ein 10 %-Aliquot wurde fur die Analytik der phenolischen
Xenoestrogene verwendet.

Die Wasserproben, die im Rahmen dieser Arbeit im E-Screen-Assay getestet wurden,
konnten nur zum Tell quantitativ ausgewertet werden. Zu dem Zeitpunkt als sie
getestet wurden, waren die MCF-7-Zellen vermutlich in einem schlechten Zustand.
Das Zellwachstum war insgesamt schlecht, sodass auch der Proliferationseffekt (PE)
der Proben zu niedrig lag. Die E-Screen-Assays dieser Proben konnten nur fur zwei
Proben zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt werden. In Tab. 33 sind die Ergebnisse
der E-Screen-Assays der Wasserproben von Kérsch und Krdhenbach zusammen-
gefasst.

Um eine estrogene Aktivitdt nachweisen zu kénnen, muss der relative Proliferations-
effekt (RPE) Uber 10 % liegen (Sonnenschein und Soto 1998). Bei den Wasserproben
der Kdrsch vom 31.8.98 und vom 16.1.99 und des Kréhenbaches vom 16.1.99 lag der
relative Proliferationseffekt tUber 10 %. In diesen Proben konnte also eine estrogene
Aktivitdt gemessen werden. Die Wasserprobe der Kdrsch vom 31.8.98 zeigte mit 3,5
ng/l die hochste Estradiol-Aquival entkonzentration (EEQ). In den Proben vom 14.4.98,
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die erst acht Monate nach der Probenahme extrahiert wurden, zeigte sich weder fir die
Ko6rsch noch fir den Krahenbach eine estrogene Aktivitéat.

Tab. 33:  Ergebnisse der E-Screen-Assays der Wasserproben der Kérsch und des
Kréhenbaches. Angegeben sind die Mittelwerte (z SD) von n unab-
héngigen Assays im achtfachen Ansatz.

Wasserprobe n  PE PE RPE ECs ECs EEQ
Probe 17B3-Estradiol Probe 17B-Estradiol

[%0] [1/1] [pmol/l]  [ng/l]
K érsch (P1)
14.4.98° 3 0,07+0,08 220+0,52 n.n. n.n. 4,64+ 3,04 n.n. (0,08
31.8.98 3 135%+014 299+063 173 069%+0,10 19368 35+0,9
16.1.99 1° 226 2,61 783 072 3,24 0,64
Kréahenb. (P4)
14.4.98 3 0,02+0,08 2,20+ 0,52 n.n. n.n. 7,86 £ 3,04 n.n. (0,04)
31.8.98 3 090+0,15 2,99+ 0,63 n.n. n.n. 19,3+6,8 n.n. (0,02
16.1.99 1° 248 2,61 92,1 038 3,24 0,34

®Der E-Screen-Assay wurde mit einem Aliquot durchgefiihrt, der 8 Monate nach der
Probenahme extrahiert wurde. "Ein unabhéngiger Assay wurde zu einem spéteren Zeitpunkt
wiederholt.

Vergleich der estrogenen Gesamtaktivitat der Korsch und des Krahenbachs

Da insgesamt eine geringe Probenanzahl auswertbar war, konnte kein eindeutiger
Unterschied im Gehalt estrogen wirksamer Substanzen zwischen den beiden Fliel3-
gewassern festgestellt werden. Die Wasserproben vom 31.8.98 deuten einen Unter-
schied zwischen den beiden Flief3gewassern an. Zur Veranschaulichung sind in Abb.
41 die Dosis-Wirkungs-Kurven der beiden Proben im Vergleich zur Positivkontrolle
17B-Estradiol dargestellt. Die Wasserprobe der Korsch zeigt im Vergleich zur Positiv-
kontrolle einen relativ geringen Proliferationseffekt (RPE = 17 %), aber im Gegensatz
zur Wasserprobe des Kréhenbaches eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung. In der
Kréhenbach-Probe konnte keine estrogene Aktivitét nachgewiesen werden. Der Unter-
schied zwischen den Proben vom 16.1.99 war dagegen wenig ausgepragt. In beiden
Proben war ein geringer EEQ-Wert berechenbar (Korsch 0,64 ng/l, Kréhenbach 0,34
ng/l).

Von Korner et al. (1999b) wurden in vier Paaren von Wasserproben deutlich héhere
EEQ-Werte fur die Kérsch als fir den Kréahenbach gemessen (3,6 - 15,4 ng/l versus
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n.n. - 0,65 ng/l). Diese Ergebnisse bestétigen den in dieser Arbeit mit chemischer
Analytik ermittelten Unterschied im Gehalt estrogen wirksamer Substanzen.

Korsch A, 31.08.98 17R-Estradiol Kréahenb., 31.08.98

w
|

Zellzahl relativ zur
Kontrolle
N

}‘

0 | | | | ;
001 01 1 1C 1E-09 1E-11 1E-13 0,01 0,1 1
Verdinnungsvolumen [ml] Konzentration [mol/I] Verdinnungsvolumen [ml]

Abb. 41:  Konzentrations-Proliferations-Kurven des Festphasenextraktes (0,2 ¢
ENV+) von 0,8 | Wasserprobe der Korsch und des Krdhenbaches (31.8.98)
und der Positivkontrolle 173-Estradiol im E-Screen-Assay mit MCF-7-
Zellen. Die Diagramme stellen Mittelwerte (£ SD) von drei unabhangigen
Assays im achtfachen Ansatz dar.

Vergleich von chemischer Analytik mit dem E-Screen-Assay

Die auswertbaren Wasserproben der Korsch und des Kréhenbaches konnten zeigen,
dass die Ergebnisse der biologischen Analytik mit den Ergebnissen der chemischen
Analytik Ubereinstimmen. Fir den Vergleich beider Ergebnisse wurden die
gemessenen molaren Konzentrationen der einzelnen estrogen wirksamen Substanzen
mit den von Korner et al. (1998) und Schuller (1998) ermittelten Estradiol-Aquivalenz-
faktoren (EEF) multipliziert (s. Il. 4). Nach Aufsummierung der resultierenden EEQ-
Werte wurden diese mit den im E-Screen-Assay ermittelten EEQ-Werten verglichen.
Diese Vorgehensweise ist moglich, da die estrogen wirksamen Substanzen im Gemisch
bei in vivo und in vitro Tests eine additive Wirkung zeigten (Soto et al. 1994,
Routledge et a. 1998). In Tab. 34 ist diese Berechnung exemplarisch fur die Korsch-
Probe vom 16.1.99 durchgefiihrt.

Dieses Beispiel und die anderen berechneten und im E-Screen-Assay ermitteten EEQ-
Werte sind in Abb. 42 einander gegenuber gestellt. Die Proben vom 14.4.98
(Extraktion nach acht Monaten) und vom 16.1.99 zeigen eine sehr gute Uberein-
stimmung. Abweichungen wie bei der Korsch-Probe vom 14.4.98 (Extraktion nach
einer Woche) wurde bereits von Koérner et al. (1999b, 1999¢) beobachtet. Durch den E-
Screen-Assay, der ein Summenparameter ist, werden alle in einer Wasserprobe ent-
haltenen estrogen wirksamen Substanzen erfasst, dagegen werden bei der Berechnung
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der EEQ-Werte auch tatséchlich nur die Substanzen, die mit der chemischen Analytik
erfasst wurden, aufaddiert. In den Umweltproben kdnnen noch weitere nicht bestimmte
oder sogar bisher noch nicht bekannte estrogen wirksamen Substanzen in die
Ergebnisse des E-Screen-Assays mit eingehen.

Tab. 34:  Berechnung der EEQ-Werte aus den Ergebnissen der chemischen Analytik
am Beispiel der Wasserprobe der Korsch vom 16.1.99.

Substanz Molmasse Konz. Konz. EEF EEQ
[g/mol] [ng/l]  [mol/l] [mol/I]

173-Estradiol 272,4 1

Estron 270,4 38 1,4E-10 0,016 2,3E-12
4-t-Octylphenol 206,3 36,4 1,8E-10 1,1E-04 19E-14
4-Nonylphenol 220,4 75,6 3,4E-10 1,1E-04 3,8E-14
Bisphenol A 228,2 65,5 2,9E-10 6,0E-05 1,7E-14
3-t-Butyl-4-hydroxyanisol ~ 170,2 34,5 2,0E-10 2,4E-06 4,9E-16
2-Hydroxybiphenyl 170,2 21,7 1,6E-10 15E-06 2,4E-16
Summe 2,3E-12
EEQ chem. Analytik [ng/l] 0,63
EEQ E-Screen [ng/l] 0,64

Aliquote der Wasserproben vom 14.4.98 wurden zu 2zwe unterschiedlichen
Zeitpunkten extrahiert. Aus den EEQ-Werte beider Methoden wird eindeutig ersicht-
lich, dass es bei einer Lagerung der Proben bei Raumtemperatur ber acht Monate zu
einem Verlust an estrogener Gesamtaktivitdét kommt. Das Aliquot, das nach einer
Woche extrahiert wurde (12,1 ng/l), zeigte im E-Screen-Assay einen wesentlich
hoheren EEQ-Wert als das Aliquot, das nach acht Monaten extrahiert wurde (n.n.).
Dieses Ergebnis bestétigt, dass es sinnvoll ist die Zeitspanne zwischen Probenahme
und Extraktion kurz zu halten. In dieser Arbeit wurden in der Regel Lagerungszeiten
von vier Wochen eingehalten (vgl. I11.1 4.3.5.2).
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EEQ[ng/l] Vergleich chemischer und biologischer Analytik
127 4 E-Screen
8 + O Chem. Analytik
al 3,5
. 0,64 0,63 0,340,34
o }n.n. 0,03} n.b.* = } n.n.0,05} n.n.0,0B} n.n. n'b'T ' .
14.04.98 14.04.98 31.08.99 16.01.99 14.04.98 14.04.98 31.08.99 16.01.99
a b a b
K orsch Krahenbach

*EEQ-Werte nicht berechenbar, da keine Steroidanalytik durchgefiinrt wurde. *Extraktion

erfolgte nach einer Woche, die E-Screen-Daten wurden jeweils von Korner et a. (1998b)

erhalten. "Die Extraktion erfolgte nach 8 Monaten, die Analytik auf natiirliche und synthe-

tische Estrogene wurde von Dr. W. Kalbfus, Bayerisches Landesamt fir Wasserwirtschaft,

M Unchen durchgefihrt

Abb. 42:  Vergleich der EEQ-Werte, die im E-Screen-Assay ermittelt wurden, mit
denen, die aus den gemessenen Konzentrationen der einzelnen estrogen

wirksamen Substanzen berechnet wurden.

5 Okotoxikologische Aspekte

Um das Gefdhrdungspotenzial fir die aguatische Umwelt und seine Bewohner ab-
schétzen und beurteilen zu kénnen, reicht es nicht aus, lediglich die einzelnen estrogen
wirksamen Substanzen und ihre Gehalte zu betrachten, unbedingt muss die estrogene
Potenz der einzelnen Stoffe und die additive Wirkung aller gemessenen Komponenten
mit einbezogen werden. Gehalte von natlrlichen und synthetischen Estrogenen im
unteren ppt-Bereich (17a-Ethinylestradiol unter 0,5 ng/l, 173-Estradiol bel 1 - 10 ngl/l,
Estron bei 25 ng/l) konnen bereits die Induktion der Vitellogeninsynthese in
erwachsenen mannlichen Regenbogenforellen auslésen (Purdom et al. 1994, Routledge
et a. 1998), dagegen liegt die Wirkschwelle bei Xenoestrogenen deutlich héher (vgl.
auch I1. 3 und 4). 4-tert-Octylphenol induziert ab einer Konzentration von 1 ug/l die
Bildung des Eidotterprotein-Vorlaufers (Routledge et al. 1998). Die im Unterlauf der
Korsch gemessenen Gehalte an nattrlichen Estrogenen (17(3-Estradiol 0,7 - 1,8 ng/l,
Estron 2,5 - 38,0 ng/l) wirden bereits ausreichen, die Vitellogeninsynthese zu
induzieren. Da bei einer rezeptorvermittelter estrogenen Wirkung mit einem additiven
Verhalten der Substanzen zu rechnen ist, summiert sich die estrogene Aktivitat der
phenolischen Xenoestrogene zu der der Estrogene. Das additive Verhaten von Xeno-
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estrogenen konnte in in vivo und in vitro Untersuchungen bestétigt werden (Soto et al.
1994, Routledge et a. 1998).

Diese auf den Wirkstoff und die Konzentration beschrankten theoretischen Uber-
legungen zur 6kotoxikologischen Relevanz sind nur haltbar, wenn gleichzeitig bel in
vivo Studien eine negative Auswirkung auf die aquatische Tierwelt feststellbar ist. Bel
einem Halbfreilandexperiment am Unterlauf der Korsch konnte bei erwachsenen
mannlichen Regenbogenforellen, die im Bypass-System vier Wochen im Kdrsch-
Wasser gehalten wurden, innerhalb dieses Zeitraumes eine signifikante Erhdhung des
Vitellogeninplasmaspiegel gemessen werden (Korner et al. 1999b). Ob ein erhohter
Vitellogeninplasmaspiegel lediglich ein Biomarker fir estrogen wirksame Substanzen
darstellt oder tatséchlich bereits negative Auswirkungen auf die Reproduktion von
Fischen haben kann, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Siligato et al. (1999)
stellten bei Untersuchungen zur Population der Bachforellen in der Kérsch fest, dass
juvenile Stadien vollig fehlen. Wie ein weiteres Halbfreilandexperiment in der Kérsch
mit Bachforellenembryonen zeigte, lag die Ursache in einer erhthte Mortalitét der
Embryonen und einer Retardierung ihrer Entwicklung (Luckenbach et al. 1999).
Welche Substanzen letztendlich zu diesem Ungleichgewicht in der Population
beitragen, ist unklar. Unklar ist auch, ob toxische Effekte anderer Substanzen oder die
estrogene Gesamtaktivitét oder beide fur die erhdhte Embryomortalitét und die
verlangsamte Entwicklung verantwortlich sind. Da in einer in vivo Studie bei
Embryonen von Medaka-Mé&nnchen (Oryzias Latipes), die gegentber 4-tert-Octyl-
phenol exponiert wurden, erhebliche Entwicklungs- und Differenzierungsprobleme
beobachtet werden konnten (Gray et al. 1999), ist ein Zusammenhang mit den estrogen
wirksamen Substanzen nicht auszuschlief3en. Die Konzentration bel  diesem
Experiment lagen allerdings um einen Faktor 100 bis 500 hoher als in der Korsch. Da
aber mit einer Kollektivwirkung, die toxische Effekte aller Umweltchemikalien und
der estrogen wirksamen Substanzen einschlief¥, zu rechnen ist, ist auch be
Konzentrationen unter der Wirkschwelle von Einzelsubstanzen eine Gefahrdung for
die aquatischen Lebewesen nicht auszuschlief3en.
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IV Experimenteller Tell

IV.I Chemische Analytik
1 Chemikalien und Ger ate
1.1 Chemikalien

L dsungsmittel

Aceton, Diethylether, Ethylacetat, n-Heptan, n-Hexan, Methanol, Pentan, Toluol
(jewells nanograde/ picograde, Promochem GmbH)

Dg-markiertes Aceton > 99,5 % (Merck)

demineralisiertes Wasser, Leitungswasser (jewells Universitéat Tubingen), Wasser zur
Injektion (Fresenius)

Materialien zur Probenaufbereitung

Saulen zur Festphasenextraktion (beide tber ICT GmbH von International Sorbent

Technology):
1. Isolute ENV+ (200 mg, 6 ml Resevoir): cross-linked Styroldivinylbenzol-

Copolymer-Phase (Nr. 9150020-C)

2. C18,¢ (1 g, 6 ml Reservoir) Reversed Phase (Nr. 2200100-C)

Kieselgel: Silica 63 - 200 um, aktiv (ICN Biochemicals, Nr. 02769), mit 1,5 % H,0O
desaktiviertes Kieselgel

silanisierte Glaswolle (Malinckrodt Baker, Nr. 7084-05)

H,S0, 96 %, zur Anayse (Merck)

HCI konz., zur Analyse (Merck)

NaCl zur Anayse (Merck), 4 h bei 400 °C behandelt

NaOH-Rotuli zur Analyse (Merck), 2 N Lésung

K,CO;3 zur Analyse (Merck), 0,1 M Losung

Methylierungsreagenz:  Phenyltrimethylammoniumhydroxid, 0,1 M Ldsung in
Methanol (Fluka, Nr. 79265)

Silylierungsreagenz: Sylon BTZ, N,O-bis-Trimethylsilylacetamid/Trimethylchlorsilan/
N-Trimethylsilylimidazol (3:2:3) (Supelco Nr. 3-3030)

Acetanhydrid zur Analyse (Merck)
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Standardsubstanzen

Phenolische Xenoestr ogene

Referenzstandardsubstanzen

4-tert-Octylphenol > 90 %, techn. 4-Nonylphenol mit ~ 85 % p-Isomere, Bisphenol A
~ 97 %, 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol > 98 %, 4-Hydroxybiphenyl > 98 %, 2-Hydroxy-
biphenyl 98 % (jeweils Fluka).

4-Chlor-3-methylphenol 99 %, 4-Chlor-2-methylphenol 97 %, 2-tert-Butyl-4-methyl-
phenol 99 % (ale Aldrich).

Interne Standardsubstanzen
Biphenyl > 99 % (Merck), Do-markiertes Biphenyl 98 % (Uber Promochem GmbH
von Cambridge | sotope Laboratories).

Naturliche und synthethische Steroide

Referenzstandardsubstanzen
1703-Estradiol, Estron, Estriol > 99 %, 17a-Ethinylestradiol > 8 %, [3-Sitosterol 90 %
(ale Sigma).

Interne Standardsubstanzen
Ds-markiertes Testosteron: 100 pg/ml in 1,2-Dimethoxyethan (Sigma), Do-markiertes
17B-Estradiol 98 % (Sigma).

1.2 Gerate

Allgemein

Pasteurpipetten mit Silikonhitchen, Mel3pipetten (0,5, 1, 2, 5, 10, 20 ml), Messkolben
mit Glasstopfen (0,5, 1, 2, 5, 10, 20 ml), Messzylinder (10, 25, 50, 100, 250,1000 ml),
Rundkolben NS 29 mit Glasstopfen (100, 250, 500,1000 ml), Erlenmeyerkolben (100,
250 ml), Glastrichter, Becherglaser (50, 100, 250, 500, 1000 ml), 1000 ml Braunglas-
flaschen NS 29 mit Glasstopfen, Aluminiumschalen mit Deckel (Roth), Aluminium-
folie (Mélitta), 4 und 5 ml Probenglaschen mit Teflondichtung, 1 ml-Injektionsflaschen
fur Autosampler mit konisch zulaufendem 200 pl-Einsatz und Alu-Crimp-Kappen mit
Teflon/Butylgummi-Septen, 250 und 500 ml Braunglasglaser zur Probenaufbewahrung
mit auminiumbeschichtetem Schraubverschlul3, Spritzen (10, 50, 100 pl von
Hamilton), Nickelspatel, Pinzetten, Porzellantiegel, Trockenschrank, Muffel ofen.
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Reinigung der Glasger ate
L aborspulautomat Miele G7735 unter Verwendung von Extran AP 13 (Merck).

Probenvorbereitung

Analysenwaage (Sartorius A 200 S), Feinwaage (Sartorius Typ 1413), Zentrifuge
(Haeraeus Christ) mit 100 ml Zentrifugengléser, tragbares Leitfahigkeitsmessgeréat
PW9504/00 (Philips), Ikamag RCT Magnetrihrer (Janke & Kunkel), Rittelsiebturm
mit Sieben verschiedener Maschenweite (Retsch), Exsikkator, Kihlaggregat (Bach-
ofer), Olpumpe (Pfeiffer), Kaffeemiihle (Braun), Morser und Pistill aus Porzellan.

Extraktion

Adsorbex SPU-Festphasenextraktor (Merck) mit Wasserstrahlpumpe, Mikroseparator
(Glasblaserei), 30 ml Soxhletextraktoren mit Extraktionshilsen (Macherey-Nagel),
Ruckflusskihler, 100 und 250 ml Heizpilze.

Abblasen von L 6sungsmitteln, Einengen und Tranfer von Extrakten

Abblasevorrichtung (Barkey) betrieben mit Stickstoffgas 4.6 (Messer), Speed Vac
Concentrator (Bachofer) mit Wasserstrahlpumpe, IKA-DEST Rotationsverdampfer
(Janke & Kunkel) mit Vakuumkontroller (Brand), Ultraschallbad (Branson), Vibra-
tionsgerét (Heidolph).

Aufreinigung

FlUssi gkel tschromatographi sche Aufreinigung
230 mm Pasteurpipetten, Chromatographiesdulen aus Glas mit 14 cm Lange, 0,7 cm
I nnendurchmesser und 40 ml Elutionsreservoir

FlUssig-flUssig-Trennung
100 ml Scheidetrichter

HRGC/LRMS
Analysensystem

Gaschromatograph HP 5890 Series |1 mit Splitlos-1njektor und HP Autosampler, direkt
gekoppelt an Massensel ektiven Detektor HP 5972 A;

Datensystem HP 59970 M S Chemstation; Drucker HP Deskjet 520;

Tragergas Helium 4.6 (Messer);

Aktivkohlepatrone zur Adsorption nach dem Detektor.
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GC-Trennsaule

DB-XLB Fused Silica Kapillarsdule mit 0,25 mm ID und 0,25 pm Filmdicke (J & W
Scientific):

15 m fur phenolische Xenoestrogene

30 m fur Steroide

2 Arbeitsvorschriften
2.1 Renigung der Glasgerate und Einmalmaterialien

Glasgerédte wurden mit dem Laborspulautomaten Miele G7735 gereinigt; stark verun-
reinigte Glasgerdte wurden mechanisch mit Birste und Spulmittel vorgereinigt. An-
schlielend erfolgte eine dreimalige Spulung aler Glasgerdte und ebenfalls aller
Einmalmateralien (Pasteurpipetten, Probengléschen, Deckelchen, 200 pl Einsétze, etc.)
mit Aceton nanograde. Nach einer Trocknung bei 80 °C im Trockenschrank wurden
die Glasgerdte und Einmalmaterialien sofort in Aluminiumfolie eingepackt oder mit
einem Glasstopfen verschlossen. Die gereinigten Gerédte kamen erst nach Temperie-
rung auf Raumtemperatur zum Einsatz.

Das Steigrohr des Rotationsverdampfers wurde vor jeder einzuengenden Probe mit
Aceton nanograde gesplilt.

2.2  Herstellung von Standardlésungen
2.21 Stammlésungen der Referenzstandards

Eswurden 3 Stammldsungen der Referenzstandards mit einer Konzentration von ~ 100
- 200 pg/ml je Komponente hergestellt:

1. Stammldsung mit Referenzsubstanzen der phenolischen Xenoestrogene

2. Stammldsung aus E2, E1, E3, EE2 und 3-Sitosterol

An der Analysenwaage wurden die einzelnen Komponenten in gereinigte und getrock-
nete 100 ml Messkolben eingewogen und nach Lésung bei 20 °C bis zur Eichmarke
mit Methanol aufgefiillt. Entsprechende Arbeitsstandardldsungen wurden durch Ver-
diinnung mit Methanol aus der jeweiligen Stammldsung erhalten.
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2.2.2 Arbeitsstandar dldsung

Phenolische Xenoestr ogene

Arbeitsstandards mit folgenden Konzentrationen wurden durch 1:10, 1:100, 1:1000,
1:2000, 1:5000 und 1:10000 Verdinnung erhalten: ~ 10 mg/ml, 1ug/ml, 100 ng/ml, 50
ng/ml, 20 ng/ml und 10 ng/ml.

Steroide

1:100, 1:1000 und 1:10000 Verdinnungen ergaben fir die Steroide folgende Arbeits-
standardlsungen: 1 - 2 ug/ml, 100 - 200 ng/ml und 10 - 20 ng/ml. Weitere Konzentra-
tionen mit ca. 300 - 600 ng/ml, 30 - 60 ng/ml und 5 - 10 ng/ml wurden ebenfallsin situ
hergestellt.

2.2.3 Interne Standardlésungen zur Quantifizierung
Die internen Standardl6sungen wurden separat hergestel|t:

Interne Standards fur die phenolischen Xenoestrogene

Biphenyl in Methanol: 103 pg/ml
Dio-markiertes Biphenyl in Methanol: 120 pg/ml

Interne Standardsfir Steroide

Ds-markiertes Testosteron in Methanol: 1,01 pg/ml
D,-markiertes 173-Estradiol in Dg-markiertem Aceton: 9,8 pg/m

2.3  Probenahmeund Probenlagerung und -vor bereitung
2.3.1 Flissige Proben

Oberflachenwasser

Wasserproben wurden sowohl in Form von Stichproben, als auch in Form von
Mischproben genommen. Die Probenahme einer Stichprobe erfolgte durch Beflllen
einer gereinigten Braunglasflasche unterhalb der Gewasseroberflache. Zur Vermel-
dung von Luftpolstern wurden die Glasflaschen randvoll gefillt und mdglichst unter
der Wasseroberfléache verschlossen.
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Mischproben wurden kontinuierlich von Kdrsch und Kréahenbach genommen. 250 ml
Wasser wurde pro Tag lUber den Zeitraum vom 9.6. - 17.6.98 kontinuierlich mit einer
Pumpe gesammelt und in Braunglasflaschen geflllt. Wahrend der gesamten Probe-
nahmezeit wurden die Flaschen bei 4 °C gelagert.

Abwasser

Die Probenahme erfolgte in Form von 24 h-Mischproben mit automatisch arbeitenden
Probenahmegeréten. Zulaufproben wurden im Klarwerk Steinhdule (Ulm/Neu-Ulm)
volumenproportional und Ablaufproben zeitproportional genommen. Die Proben stam-
mten aus verschiedenen Stufen der Abwasserbehandlung (Zulauf, Zulauf zur biologi-
schen Reinigungsstufe, Ablauf, Ablauf nach Ultrafiltration).

Sonstige wassrige Proben

Demineraisiertes Wasser, Leitungswasser und Wasser aus Destillationsapparaturen
wurden nach einem Vorlauf von einigen Minuten direkt durch Abflllen aus der
L eitung enthnommen.

Die Wasserproben wurden, soweit nicht sofort extrahierbar, zur Unterdriickung mikro-
bieller Aktivitat bei 4 °C im Kiuhlschrank gelagert. Die Extraktion sollte innerhalb von
28 Tagen erfolgen, um wesentliche Verénderungen der Probe auszuschlief3en (vgl. 111.1
4.3.5.2).

Bei Anwendung der Festphasenextraktion mussten die Wasserproben vor der Proben-
vorbereitung bzw. Extraktion auf Raumtemperatur gebracht werden. Dadurch wurde
eine vollstandige Anreicherung der Substanzen auf der Festphase gewéhrleistet. An-
schlief3end wurden die Wasserproben unter Vernachléssigung der Dichte in gereinigte
1 | Braunglasflaschen eingewogen und weiter aufbereitet.

Nach Bestimmung der Leitfahigkeit wurden die Proben durch Zusatz von NaCl in
kleinen Portionen auf eine Leitfahigkeit eingestellt, die einer 0,5 %-ige NaCl-L 6sung
(Verwendung von demineralisiertem Wasser) entsprach. Anschlief?end wurden die
Wasserproben tropfenweise mit H,SO,4 conc. auf pH 2 - 3 angesauert und mit 5 ml
Methanol je eingewogenem Probenliter versetzt.

Schwebstoffe

Manche Wasserproben, die hohe Gehalte an suspendierten Partikeln aufwiesen,
wurden vor dem Zusatz von NaCl, Ansduern und Methanolzugabe zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde von der Partikelphase abgetrennt und beide Phasen wurden
getrennt aufgearbeitet und analysiert. Die meisten Proben wurden wie unter 1V.l 2.4.1
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(vgl. auch V.l 2.3.2) beschrieben direkt ohne Partikelabtrennung extrahiert. Zur
Bestimmung von Steroiden wurde die Partikel phase immer abgetrennt.

2.3.2 FesteProben

Sediment

Sedimente wurden an der Oberflache (1 - 4 cm) leicht zuganglicher Fluss- und Bach-
ufer direkt mit dem gereinigtem Probenahmeglas entnommen. Uberschiissiges Wasser
wurde abdekantiert. Es wurden auch Sedimentproben aus sogenannten , Bypass-
Systemen* (in Bauwagen installierte Aquarien (200 ), die kontinuierlich mit Bach-
wasser durchflossen werden) an der Korsch und am Krahenbach auf gleiche Weise
entnommen. Die weitere Probenaufbereitung erfolgte generell am Tage der Probe-
nahme. Bevor die Sedimentproben tiefgefroren (- 20 °C) und gefriergetrocknet
wurden, erfolgte eine Siebung unter Verwendung eines Siebes mit einer Maschenweite
von 1 mm. Die in Aluminiumschalen mit perforiertem Deckel gefriergetrockneten
Sedimentproben wurden unmittelbar vor der Extraktion pulverisiert.

Klarschlamm

Klarschlammproben wurden aus verschiedenen Phasen der Abwasser- und Schlamm-
behandlung (Priméarschlamm aus Vorklarung, Uberschussschlamm aus der Nach-
kléarung, zentrifugierter und dinnschichtgetrockneter Schlamm) vom Klarwerk Stein-
haule (UIm/Neu-Ulm) erhalten. Die Proben wurden bis zur Aufarbeitung bel 4 °C
gelagert.

Uberschiissiges Wasser wurde teilweise durch Zentrifugieren der Proben abgetrennt.
Nach Einfillen der Proben in Aluminiumschalen, deren Deckel mit Léchern versehen
waren, wurden die Proben bel - 20 °C tiefgefroren und anschlief3end gefriergetrocknet.
Die getrockneten Proben wurden mit Hilfe einer Kaffeemthle fein gemahlen und bis
zur Extraktion in Braunglasgefai3en dicht verschlossen gelagert.

Schwebstoffe

Schwebstoffe wurden einerseits, wie bereits unter V.l 2.3.1 beschrieben, durch
Abzentrifugieren einer Wasserprobe erhalten. Andererseits erwies es sich als besonders
praktisch die Partikelphase bei der Festphasenextraktion auf silanisierter Glaswolle
anzureichern. Die silanisierte Glaswolle wurde hierzu auf die Festphasensaule aufge-
bracht und dann nach erfolgter Probenanreicherung und anschlief3ender Trocknung der
Saulen abgenommen. Die auf der Glaswolle angereicherten Schwebstoffe wurden
nicht getrocknet, sondern direkt extrahiert.
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2.3.3 Bestimmung des Gluhverlustes

Durch Trocknen der Probe im Trockenschrank bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz
konnte das Restwasser entfernt werden. Nach Auswiegen der getrockneten Probe
wurde diese weiter bis zur Gewichtskonstanz bei 550 °C gegliiht (Gluhverlust). Der
Gehalt an organischer Substanz einer Probe ergab sich aus der Massendifferenz der
nach dem Trocknen und nach dem Glihen ermittelten Gewichte.

24  Extraktion
2.4.1 Flussige Proben

Festphasenextraktion

Phenolische X enoestrogene

Zwei verschiedene Festphasenmaterialien, 1 g einer C18,.. Reversed Phase (6 ml
Reservoir) und 200 mg einer Styroldivinylbenzol-Copolymer Phase ENV+ (6 ml
Reservoir) wurden getestet.

Sofern ein grol3er Schwebstoffanteil in der Probe enthalten war, wurde die Saule vor
der Extraktion mit silanisierter Glaswolle bedeckt (vgl. 1V.I 2.3.2), anschlief3end
erfolgte die Konditionierung. Schrittweise wurde die Saule mit 6 ml Aceton
gewaschen, mit 10 ml Methanol konditioniert und mit 6 ml deionisiertem Wasser (mit
H,SO, conc. auf pH 2 angesduert) das Uberschiissige Methanol heruntergewaschen.
Zur Gewéhrleistung einer optimalen Konditionierung und um das Trockenlaufen der
Festphase zu vermeiden, liefen die einzelnen Lésungsmittel ohne Unterdruck Gber die
Séule. Die Extraktion erfolgte, indem die Wasserprobe mit einer Flussrate zwischen 10
und 15 ml/min durch die Saule gezogen wurde. Die Séule war hierbel Uber einen
Teflonschlauch mit der Adsorbex-Apparatur verbunden. Nach vollstandiger
Probenanrei cherung wurde die Sédule mit 6 ml deionisiertem Wasser (mit H,SO, conc.
auf pH 2 angesduert) gewaschen und anschlief3end unter Stickstoff getrocknet. Die
Elution der angereicherten phenolischen Komponenten erfolgte mit 2 x 2,5 ml Aceton.
Die Elution konnte alternativ mit Ethylacetat erfolgen. Das Eluat wurde direkt in der
Adsorbex-Apparatur in einem 5 ml Probenglaschen aufgefangen und anschlief3end
unter einem schwachem Stickstoff-Strom auf 0,5 ml abgeblasen. Ein Aliquot des
Extraktes wurde vor der GC/MS-Analytik derivatisiert (Methylierung).
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Steroide

Fir die Steroidanalytik wurde lediglich die Styroldivinylbenzol-Copolymer-Phase
ENV+ (200 mg, 6 ml Reservoir) als Festphasenmaterial eingesetzt. Die Konditionie-
rung, Probenanreicherung, der Wasch- und Trocknungsschritt und die Elution erfolgte
wie flr die phenolischen Xenoestrogene. Der einzige Unterschied bestand darin, dass
die auf der silanisierten Glaswolle angereicherte Partikelphase vor der Elution abge-
nommen wurden. Ob Aceton und/oder Ethylacetat als Elutionsmittel geeignet ist,
wurde auch fir die Steroide untersucht. Da die Wiederfindungsraten mit Ethylacetat
insgesamt hoher lagen (vgl. 1ll.I 5.2.1), wurde zur Analyse realer Proben nur
Ethylacetat als Elutionsmittel verwendet. Die Steroidanalytik mittels GC/MS konnte
nur nach Aufreinigung des Extraktes und anschlief3ender Derivatisierung (Silylierung)
erfolgen.

Welitere Flussig-flissig-Extraktionstechniken wurden im Rahmen der Methoden-
entwicklung der vorliegenden Arbeit getestet. Der Vollstandigkeit halber werden die
fUr die Phenol-Analytik angewandten Arbeitsvorschriften aufgefthrt:

Mikr osepar ator

Die Wasserprobe (1 |) wurde auf pH 2 angesauert und dann mit 5 ml Extraktionsmittel
versetzt. Verschiedene Extraktionsmittel, wurden getestet, unter anderem eine Mi-
schung aus Cyclohexan und Toluol im Verhdtnis 1:1. Die Extraktion erfolgte unter 20-
mindtigem Ruhren auf dem Magnetrihrer. Nach abgeschlossener Extraktionsdauer
wurde der Mikroseparator auf die Schliffglasflasche aufgesetzt und durch Zusatz von
demineralisiertem Wasser der Flissigkeitsspiegel solange erhoht, bis eine problemlose
Abnahme des Extraktes aus dem Mikroseparator méglich war.

Flussig-flissig-Extraktion durch Auschitteln

Bei dieser Extraktionsmethode folgt der Anreicherung der phenolischen Substanzen
unmittelbar die Derivatisierung (Acetylierung). Ein Liter Wasserprobe wurde mit 2 ml
einer Mischung aus H,SO, conc. und H,O (1:3) auf pH 3 angesduert und anschlief3end
mit 1 x 50 ml und 1 x 25 ml Dichlormethan ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte
wurden mit 2 x 15 ml einer 0,1 M K,COs-LOsung ausgeschittelt. Die Dichlor-
methanphase wurde verworfen. Die Kaliumcarbonatphase wurde mit 0,5 ml Acetan-
hydrid versetzt, solange kréftig geschittelt bis keine Gasentwickung mehr erfolgte und
10 min stehen gelassen. Dann wurden 5 ml n-Heptan zugegeben und erneut kraftig
geschttelt. Nach erfolgter Phasentrennung wurde die Kaliumcarbonatphase verworfen
und die n-Heptanphase tber Na,SO, bei 4 °C getrocknet.
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2.4.2 FesteProben

Phenolische Xenoestr ogene

Klarschlamm und Sediment

Die Extraktion von Klarschlamm- und Sedimentproben erfolgte in 30 ml Soxhlet-
extraktoren mit 100 oder 250 ml Rundkolben. Die gesamte Extraktionsapparatur
inklusive der Extraktionshilsen wurde ca. 3 bis 24 h mit Aceton vorextrahiert. Dann
wurden die gefriergetrockneten und pulverisierten bzw. gemahlenen Proben in die
Extraktionshilsen eingewogen. In der Regel wurden bis zu 10 g Sedimentprobe und
bis zu 4 g Klérschlamm eingesetzt. Bevor die Proben 24 h mit 90 ml einer Mischung
aus Methanol und Diethylether im Verhdltnis 10:1 mit 0,1 % (V/V) HCl conc.
extrahiert wurden, wurden die Rundkolben nochmals 2 mal mit Aceton gesplilt.
Waéhrend der Methodenentwicklung wurden zwel weitere Extraktionsmittel getestet:
(1) eine Mischung aus Hexan, Aceton und Diethylether (5:5:1) + 0,1 % (V/V) HCI
conc. und (2) reines Methanal.

Die erhatenen Extrakte wurden in dem Rundkolben auf ca. 1 - 3 ml eingeengt (nicht
bis zur Trockene) und anschlief3end aufgereinigt.

Schwebstoffe

Die auf silanisierter Glaswolle angereicherten oder durch Zentrifugation abgetrennten
Schwebstoffe von einem 1 [-Aliquot einer Wasserprobe wurden dreimal mit 10 ml
Aceton im Ultraschallbad extrahiert. Die Acetonextrakte wurden mit der Pasteurpipette
abgenommen und vereinigt. Um verbleibende Schwebstoffe abzutrennen wurde der
Extrakt zentrifugiert. Die abgetrennte Partikel phase wurde nochmals mit 5 ml Aceton
gespult und erneut zentrifugiert. Anschlief3end wurde der Extrakt auf ca. 2 - 3 ml am
Rotationsverdampfer eingeengt und unter dreimaligem Spulen in ein 5 ml Proben-
glaschen Uberfuhrt. Unter schwachem Stickstoffstrom wurde der Extrakt weiter auf 0,5
oder 5 ml eingeengt. Ein Aliquot des Extraktes wurde vor der GC/MS-Analytik
methyliert.

2.5 Aufreinigung

251 Wassrige Proben

Steroide

Fl Ussi gkel tschromatographi sche A ufreinigung




484 I IV Experimenteller Tell

Eine Glassaule (230 mm Pasteurpipette) wurde unten mit silanisierter Glaswolle ver-
schlossen und mit 1 g Kieselgel (1,5 % desaktiviert) befiillt. Die Saule wurde mit 10
ml einer Mischung aus n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) konditioniert. Das
Festphaseneluat wurde auf 100 - 200 pl abgeblasen und auf das Kieselgel aufgetragen.
Nach kurzer Einwirkzeit wurde mit 5 ml der Mischung aus n-Heptan/Ethylacetat/
Methanol (6:2:2) eluiert. Das Probengléaschen wurde mehrfach mit dem Elutionsmittel
nachgespllt.

Das Eluat wurde nach Zugabe des internen Standards zur Trockene eingeengt.

25.2 FesteProben

Phenolische Xenoestr ogene

Flissig-flissig-Verteilung

Der auf 1 - 3 ml eingeengte Sediment- bzw. Klarschlammextrakt wurde unter
mehrmaligem Nachspilen des Rundkolbens in einen mit 50 ml n-Hexan gefillten 100
ml Schitteltrichter transferiert. Der in n-Hexan geldste Extrakt wurde dreimal mit 20
ml 2 N NaOH-LoOsung je 2 min ausgeschittelt. NaCl wurde zur Phasentrennung
hinzugefiigt. Emulsionen wurden durch Zentrifugation gebrochen. Beide Phasen, die
Hexanphase und die vereinigten wassrigen Phasen, wurden anschlief3end getrennt
aufgearbeitet. Die wassrige Phase wurde tropfenweise mit HCI conc. auf pH 2 - 3
angesiuert und nach Aquilibrierung auf Raumtemperatur auf 200 mg Styroldivinyl-
benzol-Copolymer Phase ENV+ (6 ml Resevoir) angereichert. Silanisierte Glaswolle
wurde auf die Sdule aufgebracht, um ein Verstopfen durch mogliche Ausfélungen in
der wassrigen Phase zu vermeiden. Die Séule wurde mit 6 ml Aceton, 10 ml Methanol
und 6 ml demineralisiertem H,O (pH 2) wie unter 1V.I 2.4.1 beschrieben konditioniert.
Die Probenanreicherung erfolgte mit einer Flussrate von 10 - 15 ml/min. Nach
Waschen mit 6 ml demineralisiertem H,O (pH 2) und Trocknen der Saule wurde
zweimal mit 2,5 ml Aceton eluiert. Das Eluat wurde auf ein Endvolumen von 0,5 ml
unter Stickstoff abgeblasen. Die Hexanphase wurde am Rotationsverdampfer auf ca. 2
ml eingeengt und unter dreimaligem Spilen in ein 5 ml Probenglaschen transferiert.
Die Hexanphase wurde je nach Farbung auf 0,5 oder 5 ml eingeengt. Aliquote beider
Phasen wurden getrennt methyliert und mittels GC/M S analysiert.

Fl Ussi gkeitschromatographi sche Aufreinigung
Wahrend der Methodenentwicklung wurde parallel zur Flussig-flUssig-Verteillung eine
saulenchromatographische Aufreinigung entwickelt. Diese Aufreinigung war jedoch
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nur auf Sedimente anwendbar, da die Extrakte von Klarschlamm nicht so sauber
waren, dass sie mittels GC/M S analysiert werden konnten.

Eine Glassaule (14 cm lang, 0,7 cm ID, 40 ml Reservoir) wurde unten mit silanisierter
Glaswolle verschlossen und mit 1,7 g Kieselgel geflllt. Die Saule wurde mit 5 ml n-
Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) konditioniert und mit 5 ml Pentan gewaschen.
Die auf 100 - 200 ul eingeengte Probe wurde aufgetragen, mit 5 ml Pentan voreluiert
und anschlieffend mit 5 ml n-Heptan/Ethylacetat/Methanol (6:2:2) eluiert. Das Eluat
wurde auf 0,5 ml eingeengt. Fur die GC/MS-Analytik wurde ein Aliquot methyliert.

2.6  Quantitative Analyse
2.6.1 Vorbereitung zur Analyse

Bei der Vorbereitung zur Analyseist bel der angewandten internen Quantifizierung mit
externer Responsefaktor-Bestimmung auf hdchste Genauigkeit beim Abmessen der
Volumina zu achten. Um Schwankungen der Volumina zu vermeiden, wurden die
Standard- und Extraktldsungen einer Probensequenz immer auf die gleiche Temperatur
(mdglichst 20 °C) aquilibriert.

2.6.1.1 Extrakte

Phenolische Xenoestr ogene

Die Aliquote der auf ein definiertes Endvolumen von 0,5 oder 5 ml eingeengten
Extrakte der Wasser-, Sediment-, Klarschlamm- oder Schwebstoffproben wurden vor
der HRGC/LRMS in den 200 pl-Inlets der Autosamplerglaschen mit Methylierungs-
reagenz und internem Standard versetzt. Die Methylierung erfolgte bei Raum-
temperatur.

Wasserproben
Generell wurde ein Aliquot von 50 pl aus 0,5 ml Extrakt mit 50 pl Methylierungs-
reagenz und dann mit 10 pl interner Standardlésung versetzt.

Sediment-, Kléarschlamm- und Schwebstoffproben

Ein Aliguot von 20 bzw. 50 pl aus 0,5 oder 5 ml Extrakt wurde mit 80 bzw. 50 pl
Phenyltrimethylammoniumhydroxid (0,1 M L&sung in Methanol) methyliert und mit
10 pl interner Standardldsung versetzt.




186 IV Experimenteller Tell

Steroide

Der mit 10 pl interner Standardl6sung versetzten und zur Trockene (!) eingeengte auf-
gereinigte Extrakt wurde direkt im 5 ml Probenglaschen mit 50 pl Silylierungsreagenz
(100 pl bel Kléranlagenzuldufen) versetzt und 1 h bei 80 °C im Trockenschrank
inkubiert. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde der silylierte Extrakt in ein
200 pl-Inlet der Autosamplerglaschen transferiert und sofort verschlossen.

2.6.1.2 Referenzstandard

Vor jeder GC/MS-Probensequenz wurden Referenzstandards verschiedener Konzen-
trationen aufgearbeitet, die innerhalb des ermittelten linearen Bestimmungsbereichs

lagen.

Phenolische Xenoestr ogene

Je ein 50 pl-Aliquot von funf ArbeitsstandardlGsungen (1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000,
und 1:5000), die einen Konzentrationsbereich mit einem Faktor 500 umfassen, wurden
mit 50 pl Methylierungsreagenz und 10 pl interner Standardldsung versetzt.

Der Vollstéandigkeit halber ist die Acetylierungmethode beschrieben, die wahrend der
Methodenentwicklung auf Referenzstandards der phenolischen Xenoestrogene ange-
wandt wurde:

2 m ener 0,1 M K,COs-LOsung wurden vorgelegt. Die Arbeitsstandards unter-
schiedlicher Konzentration wurden zugesetzt. Nach Zugabe von einem Tropfen frisch
destilliertem Acetanhydrid wurde die Mischung solange geschiittelt bis es zu keiner
weiteren Gasentwicklung kam. Die Acetate wurden anschlief3end in exakt 1 ml n-
Heptan ausgeschittelt. Vor der GC/MS-Analytik wurde der n-Heptan-Extrakt 10 min
stehen gelassen.

Steroide

Ein Konzentrationsbereich mit einem Faktor von 200 wurde durch Einsatz von je 100
ul aus den Arbeitsstandardl6sungen 1 - 2 pg/ml, 300 - 600 ng/ml, 100 - 200 ng/ml, 30 -
60 ng/ml, 10 - 20 ng/ml, 5 - 10 ng/ml abgedeckt. Nach Versetzen der Arbeitsstandards
mit 10 pl interner Standardl6sung wurde das Losungsmittel vollstéandig im Speed Vac
Concentrator abgezogen. Anschliefzend wurde den Proben je 50 pl Silylierungsreagenz
zugegeben und nach Verschlul® der Autosamplerglaschen wurden sie 1 h bei 80 °C
inkubiert. Die Standardproben wurden vor der GC/MS-Analytik auf Raumtemperatur
abgekihlt.
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2.6.2 HRGC/LRMS-Analytik

Vor jeder Probensequenz wurde ein Maximum Sensitivity Autotune durchgefihrt, um
die Empfindlichkeit des MSD zu Uberprifen und zu optimieren. Zur Kontrolle der
Trennleistung der Saule und Uberprifung der Zeitfenster wurde ebenfalls vor jeder
Probenserie eine Referenzstandardprobe eingespritzt.

Jede Probensequenz bestand aus den parallel hergestellten Referenzstandardproben mit
den unter IV.l 2.6.1 beschriebenen Konzentrationen und den reaen Proben. Um
V olumenungenauigkeiten bei der Injektion zu vermeiden, wurde jeweils 1 pl mit dem
Autosampler injiziert.

Einer Sequenz wurde immer eine Anayse von reinem Toluol vorangestellt. Den mit
steigender Konzentration angeordneten Referenzstandardproben folgte eine erneute
Toluolinjektion, um Memory-Effekte zu vermeiden. Die Proben wurden anschlief3end
nach steigender Konzentration angeordnet oder es wurde zwischen Proben mit
vermutlich dnlicher Konzentration eine Toluolanalyse geschaltet.

M S-Bedingungen

Die lonisation erfolgte mittels Elektronenstof3ionisation bel einer Elektronenenergie
von 70 eV. Der MSD wurde sowohl im Scan-Modus als auch im SIM (Single Ion
Monitoring)-Modus betrieben. Scan-Laufe (50 - 500 amu) eines Standards wurden zur
Retentionszeitbestimmung und zur Ermittlung geeigneter Molekil- bzw. Fragment-
ionenmassen fur die quantitative Analytik aufgenommen. Fir die quantitative Bestim-
mung der einzelnen Substanzen in Proben wurden zwel bis vier Molekil- bzw. Frag-
mentionenmassen je Substanz im SIM-Modus registriert. Méglichst viele Zeitfenster
wurden gesetzt, um eine hohe Empfindlichkeit zu erzielen.

GC-Bedingungen

Phenolische X enoestrogene

Injektor-Temperatur: 240 °C

I njektor-Temperaturprogramm: 240 °C, 1 min isotherm; 10 °C/min auf 320 °C; 5
min isotherm bei 320 °C; 10 °C/min auf 240 °C.

Flussrate des Tragergases: 1,16 ml/min

Ofen-Temperaturprogramm: 65 °C, 1 min isotherm; 20°C/min auf 300°C; 3
min isotherm bei 300 °C.

Offsetspannung (EM): 224V

Solvent Delay: 4 min

Temperatur der GC/M S-Koppelung: 300 °C
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Steroide

Injektor-Temperatur: 250 °C

I njektor-Temperaturprogramm: 250 °C, 1 min isotherm; 10 °C/min auf 300 °C; 1
min isotherm bei 300 °C; 10 °C/min 250 °C

Flussrate des Tragergases: 1,28 ml/min

Ofen-Temperaturprogramm: 120 °C, 1 min isotherm; 20°C/min auf 250°C; 10
°C/min auf 270°C; 3 °C/min auf 300 °C; 5 min
isotherm bei 300 °C.

Offsetspannung (EM): 106 V

Solvent Delay: 11,5 min

Temperatur der GC/MS-Koppelung: 290 °C

2.6.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgte intern unter Verwendung extern bestimmter Response-
faktoren. Die externen Responsefaktoren der Referenzstandards (Rf) wurden berech-
net, indem die Peakhthen geeigneter Molekll- bzw. Fragmentionenmassen der
Referenzstandards (Rrs) und des internen Quantifizierungsstandards (Rjs) unter
Beriicksichtigung der Konzentrationen aufeinander bezogen wurden (s. Formeln [I],

[H] . [1H]).
his:  PeakhOheinterner standard

IS Cis hrs: PeakhGhereferenzsubstanz
hs: Peakhtheg pstanz
h
Rrs = %Ez [1] Ris: Responseinterner Standard
RRs: Responsereferenzsubstanz
R .
Rf = EQD-FDQS (] Rf: Responsefaktor
'S Cis:  Konzentrationinterner Standard
hs x Gis o Crs. Konzentrationreterenzsubstanz
Cs =0 [IV] Quantifizierungs- :
Rf x hijg formel Cs.  Konzentrationgpstanz ident.

Zur standigen Qualitétskontrolle der Analysen wurden die Linearitét der Responsefak-
toren und die unteren Bestimmungsgrenzen Uberprift. Vor jeder Probensequenz
wurden Referenzstandards verschiedener Konzentrationen Uber den ermittelten line-
aren Bestimmungsbereich gemessen (vgl. IV.l 2.6.1.2). Fir jede Referenzsubstanz
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erfolgte die Responsefaktor-Ermittlung aus dem Mittelwert der Responsefaktoren der
einzelnen Konzentrationen. Statistisch wurden die Responsefaktoren Uber die
Standardabweichung Uberprift. Die Quantifizierung in der reaen Probe erfolgte an-
schlief3end durch Peakhthenvergleich der Fragment- bzw. Molekilionenmassen der
identifizierten Substanz und des internen Standards unter Berlicksichtigung des
kalkulierten Responsefaktors (Mittelwert) der Referenzsubstanz (s. Formel [IV]
Quantifizierung)

V.11 Zdlkultur

1. Chemikalien und Ger ate
11 Chemikalien

Allgemein

FCS (Fotales Kalberserum, Gibco, Nr. 10081)

Trichloressigsaure zur Analyse (Merck, Nr. 100807)

HCI zur Analyse (Merck), 4 N HCI

NaOH zur Analyse (Merck), 4 N NaOH-L 6sung

DMSO Cedll culture tested (Dimethylsulfoxid, Sigma, Nr. T-1503)

DMSO 99,5 % (Sigma Nr. D-5879)

Trispuffer 10 mM (Sigma, Nr. T-1503)

Ethanol 99 % vergdllt (Chemikalienausgabe)

Ethanol 99 % zur Analyse (Riedel de Haen)

Aktivkohle (Sigma, Nr. C-5510)

Antibiotika-Antimykotika-L 6sung 100x (Gibco, Nr. 15240-039)

Dextran T70 (Sigma, Nr. D-1390)

DMEM Dulbecco’s Modification of Eagles Medium, w/o Phenolrot (Gibco, Nr.
11880)

DMEM, Dulbecco’s Modification of Eagles Medium mit Phenolrot und 2 mM
stabilisiertem L-Glutamin (Biochrom, Nr. FG 0415)

HEPES, N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N"-[ 2-ethansulfonsaure] (Sigma, Nr. H-9136)

L-Glutamin 200 mM (Biochrom, Nr. K 0281)

PBS, Phospate Buffered Saline w/o Ca?*, Mg** (Biochrom, Nr. L 1825)

SRB, Suforhodamin B 75 % Farbstoffgehalt (Sigma, Nr. S-1402)



O Hfpaaan IV Experimenteller Tell

Trypsin/EDTA-L6sung 0,05/0,02 % (w/v) in PBS, w/o Ca®*, Mg*(Biochrom, Nr. L
2143)
Essigsaure conc.

Standardsubstanz

17B-Estradiol (Sigma): Stammldsungen 1E-03 und 1E-05 mol/l in Ethanol

1.2 Gerate

Allgemein

Feinwaage (Mettler-Toledo), pH-Meter (Metrohm), Magnetrihrer (Janke & Kunkel)

Probenaufbereitung

Geréte fur die Probenextraktion (s. 1V.lI 1), Vibrationsgerat (Heidolph), Abblasevor-
richtung (Barkey) betrieben mit Stickstoffgas 4.6 (M esser)

E-Screen-Assay

Biologische Sicherheitswerkbank Stufe 2 (Nunc GmbH), Brutschrank mit folgenden
Bedingungen: 37 °C, 5 % CO, in elner wasserdampfgeséttigten Atmosphére (Heraeus
Instruments GmbH), Trockenschrank (Memmert), Zentrifuge Type Labofuge®: 2202
(Heraeus Instruments GmbH), Mikroplatten-Photometer Typ MRX 1.2 (Dynatech
Deutschland GmbH), Mikroskop (Ernst Leitz GmbH), Neubauerzahlkammer,
Multipette (Brand), K olbenhubpipetten (Biohit OY)

Verbrauchsmaterialien

25 und 75 cm? Kulturflaschen aus Polystyrol (Falcon, Nr. 655061 bzw. Sarstedt, Nr.
83.1813.002)

Kantilen (20G x 2¥* bzw. 0,9 x70 mm) und 3 und 5 ml Spritzen (Terumo)

0,45 um Einwegfilter (Millipore, Nr SLHA025BS)

0,22 um Einwegdfilter (Sarstedt, Nr. 83.1826.001)

96-Well-Platten (Falcon, Nr. 3072)

sterile 15 ml Roéhrchen (Polypropylen) mit konischem Boden (Sarstedt, Nr.
62.554.502)

sterile 50 ml Ro&hrchen (Polypropylen) mit konischem Boden (Sarstedt, Nr.
62.547.254)

sterile 2 ml Einfrierréhrchen (Greiner GmbH)
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sterile 5 ml Réhrchen mit Rundboden, Polyethylen (Sarstedt, Nr. 55.526.006)

sterile 2, 5, 10, 25, ml Mel3pipetten (Greiner GmbH, Nr. 710180, 606180, 607180,
760180)

Pipettenspitzen 200 und 1000 pl

1,25 und 2,5 Prézisions-Dispenser-Tips (Brand GmbH & Co, Nr. 702386, 702388)

sterile 140 mm Pasteurpipetten

1.3 Zdllinie

MCF-7. Passage Nr. 145 im Nov. 1995 von Frau Dr. H. Bartsch, Universitéts-
Frauenklinik Tbingen erhalten.

2 Arbeitsvorschriften
21  Allgemen

Herstellung ver schiedener Medien

Kulturmedium

DMEM

1 % L-Glutamin 200 mM

1 % Antibiotika/Antimykotika 100x
5% FCS

Experimentalmedium

DMEM w/o Phenolrot

1 % L-Glutamin 200 mM

1 % Antibiotika/Antimykotika 100x
5% CD-FCS

1% HEPES1M, pH 7,6

Einfriermedien
I: 60 % FCSin Kulturmedium
[l: 25 % DMSO in Kulturmedium
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Strippen von FCS

Durch Strippen des FCS mit Aktivkohle/ Dextran (CD) wurde ein steroidfreies Serum
CD-FCS erhalten. Das Strippen erfolgte nach der Methode von Stanley et a. (1977).
Das langsam aufgetaute FCS (100 ml) wurde mit 4 N HCI auf pH 4,2 angesduert und
anschlief3end 30 min auf Eis gerdhrt. Das Serum wurde mit 5 ml einer Dextran/
Aktivkohle-Suspension (0,05 % Dextran und 10 % Aktivkohle in destilliertem Wasser)
versetzt und nochmals auf einen pH von 4,2 Uberprift. Nachdem die Mischung etwa
15 h bei 4°C gerthrt wurde, wurde sie 30 min bei 4 °C mit 3200 rpm zentrifugiert. Das
abgenommene Serum wurde mit 4 N NaOH-Losung auf pH 7,2 eingestellt und steril
filtriert (0,45 und 0,22 pum Porendurchmesser). Das so erhaltene sterile CD-FCS wurde
in Aliquoten zu 50 ml in Polypropylen-Réhrchen eingefroren (-30 °C).

Auftauen von Zellen

Die in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden bei Raumtemperatur durch
Umspilen mit 1 - 2 ml frischem Kulturmedium aufgetaut und anschlief3end sofort in 10
ml Kulturmedium Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde bel 1200 rpm 5 min zentri-
fugiert, um enthaltenes DMSO herauszuwaschen. Nach Abkippen des Flissigkeits-
Uberstandes wurde das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert (Aufziehen
durch Mef¥pipette) und in 25 oder 75 cm? Kulturflaschen tiberfiihrt. Nach 24 h erfolgte
der erste Mediumwechsel. Frilhestens nach 2 - 4 Tagen konnten die Zellen fir den E-
Screen-Assay eingesetzt werden, da sie sich erst nach dieser Zeit in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden.

Kultivierung der Zellen und M ediumwechsel

Die Kultivierung der als Monolayer adharent wachsenden Zellen erfolgte in 25 oder 75
cm? Kulturflaschen (5 ml bzw 15 ml Kulturmedium) bei 37 °C in einer wasserdampf-
gesdttigten Atmosphére mit 5 % CO, im Brutschrank.

Alle 4 - 5 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Konfluent gewachsene
Zellen wurden trypsiniert und ein Teil der Zellsuspension wurde in frischem Kultur-
medium weiterkultiviert. Trypsinieren und Weiterkultivieren bedeutete eine Erhdhung
der Passagenzahl, die neben den Daten (Weiterkultivierung, Mediumswechsel) immer
auf jeder Kulturflasche angegeben wurde. Nach dem Trypsinieren bendtigen die Zellen
2 - 3 Tage bis das exponentielle Wachstum einsetzte.

Trypsinieren von Zellen

Durch das Trypsinieren konnten die Zellen vom Boden der Kulturflasche abgel Ost
werden. Das Kulturmedium wurde aus der Kulturflasche abgesaugt und anschlief3end
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wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung (37 °C) gewaschen (2 ml bzw. 1 ml auf
75 cm? bzw. 25 cm?). Durch Zugabe von 2 ml bzw. 1 ml Trypsi/EDTA-Losung (37
°C) in die 75 cm? bzw. 25 cm? Kulturflasche und Inkubation im Brutschrank zwischen
4 bis 8 min wurden die Zellen vom Boden abgel6st. Die abgerundeten und einzeln
sichtbaren (Mikroskop) Zellen konnten durch leichtes Klopfen vom Boden der
Kulturflasche abgel6st werden. Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen wurden die
Zellen mit 10 ml Kulturmedium gewaschen. Nach Zentrifugieren fir 5 min bei 1200
rom wurden die Zellen weiterkultiviert, eingefroren oder fir den E-Screen-Assay
eingesetzt.

Einfrieren von Zellen

Durch Einfrieren konnen die Zellen tber einen langeren Zeitraum konserviert werden.
Hierzu wurden die trypsinierten, in Kulturmedium gewaschenen, ausgezéhlten und
pelletierten (5 min bel 1200 rpm) Zellen in ihrem Rohrchen auf Eis gelegt. Die Zellen
wurden zuerst in Einfriermedium | resuspendiert und anschlief3end wurde das gleiche
Volumen Einfriermedium |1 tropfenweise unter leichtem Schiitteln der Zellsuspension
zugegeben. Die Volumina wurden so bemessen, dass eine Konzentration von 5x10°
Zellen/ml entstand. Nach funfminttiger Lagerung auf Eis wurden die Zellen fir 24 h
bei -30 °C, dann fur 2 - 3 Tage bel -80 °C eingefroren bis sie letztendlich in den
Stickstofftank eingelagert wurden.

2.2  Probenvorbereitung

Wasserproben wurden wie unter 1V.I 2.3. enthommen und vorbereitet und an-
schlieffend, wie unter 1V.l 2.4 beschrieben, extrahiert. Da die Endkonzentration an
organischem Losungsmittel in der Zellkultur nicht Gber 0,1 % (V/V) liegen darf
(Zytoxizitét des Losungsmittels), musste der Extrakt mit Experimentalmedium ent-
sprechend verdinnt werden. Aus dem auf 0,5 ml eingeengten Extrakt wurde in der
Regel ein Aliquot zwischen 200 und 450 ul entnommen und mit 50 pl DM SO versetzt.
Das Losungsmittel des Extraktes wurde abgeblasen und der Extrakt wurde insgesamt
mit 4,95 ml Experimentalmedium versetzt (steriler 5 ml Messkolben). Beim Transfer
des Extraktes in den Messkolben wurde unter V ortexen mehrfach gespuilt. Der Extrakt
wurde in eine Einmal spritze aufgenommen und durch einen 0,22 pl Einmalfilter steril
filtriert. Diese Stammldsung mit 1 % DMSO wurde im sterilen 5 ml Messkolben im
Kuhlschrank aufbewahrt.
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2.3  E-Screen-Assay

2.3.1 Durchfiihrung des E-Screen-Assay

Zellaussaat

Die trypsinierten, mit Kulturmedium gewaschenen und pelletierten (5 min bel 1200
rpm) Zellen wurden in 5 ml Experimentalmedium resuspendiert. Die Zellvereinzelung
erfolgte, indem die Zellsuspension in eine 5 ml Spritze aufgenommen wurde und
mehrmals durch die aufgesetzte feine Kantle (0,6 x 70 mm) gespritzt wurde. Nach
Ermittlung der Zellkonzentration mit der Neubauerzéhlkammer wurde die Zellsus-
pension so verdinnt, dass die Zelldichte 10000/ml betrug. Anschlief3end wurde in
jedes Well der 96 Well-Platte 150 pl (ca. 1500 Zellen/Well) der verdinnten Zellsus-
pension pipettiert. Die erste und letzte Spalte der insgesamt 12 Spalten (8 Wellg/-
Spalte) wurde ausgespart und in die 4 aulRersten Wells wurden je 150 pl Experi-
mentalmedium als V erdunstungsschutz pipettiert. Insgesamt wurden je Assay 3 - 4 96-
Well-Platten verwendet.

Inkubation der Zellen

Die ausgesdten Zellen waren nach einer Inkubation von 24 h im Brutschrank am
Boden der Kulturplatten angewachsen.

Herstellung der Verdinnungen der Positivkontrolle und der zu testenden
Umweltproben

Es wurden von jeder Verdiinnung ca. 2 ml hergestellt. Als Positivkontrolle diente 17[3-
Estradiol (Stammlésung 10°° mol/l). Durch Verdiinnen der Stammlésung mit frischem
Experimental medium wurde zunéchst eine 1:100 Verdiinnung (10 mol/l) und danach
5 Verdiinnungen von 10°, 10, 10", 5x10* und 102 mol/l hergestellt.

Die Stammldsung der zu testenden Wasserprobe wurde ebenfalls mit Experimental-
medium verdinnt. Im E-Screen-Assay wurden Verdiinnungsreihen von 1:10 bis 1:1000
von Flusswasserproben eingesetzt.

Substanzzugabe

Vor der Substanzzugabe wurde das Experimentalmedium mit einer Vierkanalpipette
aus den Wells abgenommen. In die Wells der Spalten 2 - 6 der ersten Platte wurde von
links nach rechts die Positivkontrolle (150 pl/Well) mit steigender Konzentration (je
Spalte) aufgegeben. In die Spalte 7 jeder Platte wurde je Well 150 pl Experimental -
medium als Negativkontrolle einpipettiert. Die verbleibenden Spalten der ersten Platte
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und aller weiteren Platten wurden fir die Testung der Umweltproben verwendet. Die
einzelnen Verdinnungen einer Probe wurden von links nach rechts in 8 Wells/Spalte
ebenfalls mit steigender Konzentration aufgegeben (150 ul/Well). Die Zellen wurden
anschlief3end im Brutschrank 5 Tage inkubiert.

2.3.2 Bestimmungder Zellzahl mit dem Sulforhodamin B-Assay

Der SRB-Assay dtellt eine sehr empfindliche und einfach durchzufihrende
kolorimetrische Methode dar, um den Gesamtproteingehalt einer Zelle zu ermitteln.
Bei der Extinktionsmessung der Konzentration des an den Zellproteinen anhaftenden
SRB wurde indirekt die Zellzahl/Well ermittelt. Zwischen der Extinktion bei 550 nm
und der Zellzahl besteht tiber einen grol3en Bereich eine lineare Beziehung (Skehan et
al. 1990).

Zéllfixierung

Nach 5 Tagen Inkubation wurde das weitere Wachstum der Zellen durch Fixierung
gestoppt. Das Experimental medium wurde abgegossen, die Platte wurde auf Eis gelegt
und jedes Well mit 150 ul gekihltem PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte nach
Zugabe von 100 pl gekihlter 10 % Trichloressigsaure bei einer 30-minltigen
Lagerung im Kuhlschrank. Die Zellen wurden anschliefend vierma unter einem
kalten, schwach fliefenden Wasserstrahl gewaschen und anschlieffend im
Trockenschrank bel maximal 40 °C getrocknet.

Anfarben der Zellen

Zur Farbung der Zellen wurde in jedes Well 50 ul SRB-L6sung (0,4 % in 1%iger
Essigsaure W/V) pipettiert. Nach einer Inkubation von 10 min bel Raumtemperatur
wurden die Zellen solange mit 1 % Essigsaure gewaschen, bis der Uberstand farblos
war. Die angeférbten Zellen wurden erneut getrocknet.

Messung am Mikroplattenphotometer

Zur Vorbereitung der Messung wurden die Platten auf Eis gelegt und in jedes Well 100
ul kalter Trispuffer 10 mM pipettiert. Wahrend der Inkubation im Kihlschrank (10 -
15 min) |6ste sich der Farbstoff von den Zellproteinen. Der Inhalt der Wells wurde gut
gemischt und anschlief?end am Mikroplattenphotometer bei 550 nm Wellenlange
vermessen (die Extinktion durfte den Wert von 1,8 nicht Uberschreiten, da oberhalb
dieser Zahl zur Zellzahl keine Linearitét mehr bestand). Als Referenzwellenlange
diente 630 nm.
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2.3.3 Quantitative Auswertung des E-Sceen-Assays

Basisendpunkt des Tests ist die Zellzahl zur hormonfreien Kontrolle (Negativ-
kontrolle).

Aus dem Verhéltnis der hochsten Zellzahl, die mit 173-Estradiol bzw. mit der Umwelt-
probe erreichbar war, und derjenigen der Negativkontrolle wurde der Proliferations-
effekt (PE) berechnet:

PE = Zellzahl max. (17p3-Estradiol) / Zellzahl (Negativkontrolle)

Die estrogene Aktivitdt einer Umweltprobe wurde quantitativ ermittelt durch die
Bestimmung:
(1) der relativen Wirkungsstarke: der relative Proliferationseffekt (RPE)

Der RPE vergleicht die maximale durch 17B3-Estradiol induzierbare Proliferation
mit der maximalen durch die Umweltprobe induzierbaren Proliferation. So wird
der vollsténdige Agonist (RPE = 100 %) vom partiellen Agonisten (RPE < 100 %)
unterschieden.

RPE = [PE-1 (Umweltprobe) / PE-1 (17B-Estradiol)] x 100 %

(2) des Gesamtgehaltes an estrogenartig wirkenden Substanzen: die Estradiol-
Aquivalentkonzentration (EEQ)

Die Bestimmung der EEQ erfolgte unter der Annahme, dass sich die estrogene
Wirkung der einzelnen in der Probe enthaltenen estrogen wirksamen Substanzen
additiv verhdlt. Fur flissige Umweltproben ergab sich die EEQ aus dem Produkt
der halbmaximal wirksamen Konzentrationen der Positivkontrolle 17(3-Estradiol
und dem halbmaximal wirksamen Verdiunnungsfaktor der Umweltprobe (ECso-
Werte).

EEQ = ECs (17B-Estradiol) x ECso (Umweltprobe) [pmol/l oder ng/l]

Die Berechnung der ECs-Werte erfolgte Uber eine Log-Probit-Regression, die mit
einem fur EXCEL 5 geschriebenen Zusatzprogramm von Herrn Josef Greve, Fraun-
hofer-Institut fur Umweltchemie und Okotoxikologie, Schmallenberg, durchgefuihrt
wurde. Der ECs-Wert der flissigen Umweltprobe stellt keine Konzentration dar,
sondern entspricht dem Verdinnungsfaktor der Probe, bei dem der Proliferationseffekt
50 % erreicht. Dieser Faktor ist dimensionslos.
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V Zusammenfassung

Um die Verbreitung estrogen wirksamer Substanzen in der aguatischen Umwelt und
deren Eintrag Uber Einleitungen von Klaranlagen untersuchen und bestimmen zu
koénnen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit chemische Analysenverfahren
entwickelt und fur die relevanten aguatischen Umweltkompartimente Oberfl&chen-
wasser, Sediment, ungereinigtes und gereinigtes Abwasser und Klarschlamm validiert.
Aufgrund der zahlreichen Anwendungen in wassriger Losung und der mit Ausnahme
von 4-Nonylphenol bisher geringen Datenlage wurden neun strukturell verschiedene
phenolische Xenoestrogene ausgewahlt und zu einer Analysengruppe zusammenge-
schlossen. Die andere Anaysengruppe bildeten die natirlichen und synthetischen
Estrogene, die wegen ihrer hohen estrogenen Potenz bereits in sehr niederen Konzen-
trationen adverse Effekte in der aguatischen Tierwelt ausl6sen konnen. Dieser Gruppe
wurde das pflanzliche Sterol 17B-Sitosterol wegen seiner strukturellen Ahnlichkeit
angeschlossen. Vor der quantitativen Bestimmung der estrogen wirksamen Substanzen
mit HRGC/LRMS erfolgte ihre Anreicherung (Extraktion) aus der jeweiligen Proben-
matrix. Flussige Umweltproben (Oberflachenwasser, gereinigtes und ungereinigtes
Abwasser) wurden durch Festphasenextraktion an 200 mg Styroldivinylbenzol-
Copolymer (ENV+) angereichert. Zur Bestimmung der Steroide konnte nur die
Wasserphase extrahiert werden, die auf silanisierter Glaswolle adsorbierte Partikel-
phase wurde vor der Elution abgenommen. Die Elution mit Ethylacetat ergab fur alle
Substanzen beider Anaysengruppen Wiederfindungsraten zwischen 66 und 126 %.
Dieser unaufgereinigte Extrakt konnte fir die chemische Anaytik der neun phe-
nolischen Xenoestrogene und gleichzeitig fur die biologische Analytik eingesetzt
werden. Nach Methylierung eines 10 %-Aliquots des Extrakts wurden die neun
phenolischen Xenoestrogene sicher und empfindlich Uber einen grof3en, stabilen
linearen Konzentrationsbereich mit HRGC/LRMS bestimmt (untere Bestimmungs-
grenzen < 10 - 50 ng/l). Zur quantitativen Bestimmung der finf Steroide musste der
Extrakt vor Silylierung an 1 g Silicagel (mit 1,5 % Wasser desaktiviert) aufgereinigt
werden. Um Verluste bel der Aufreinigung des deutlich polareren Estriols zu ver-
meiden, wurde die Elution mit einer Mischung aus n-Heptan/Ethylacetat/M ethanol
(6:2:2) durchgefiihrt, die einen guten Kompromiss darstellte, bei dem die Reinigungs-
leistung noch nicht beeintrachtigt wurde. Mit Ausnahme einer Probenserie lagen die
Bestimmungsgrenzen der natirlichen und synthetischen Steroide fir Abwasser
zwischen 0,1 und 2,8 ng/l und fur Oberfl&chenwasser zwischen 0,1 und 2,4 ng/l.

Fir feste Umweltproben (Sediment und Klarschlamm) wurde eine Soxhletextraktion
unter Verwendung der sauren Extraktionsmittel mischung Methanol/Diethylether (10:1)
+ 0,1 (V/V) HCI durchgefuhrt. Zur Aufreinigung wurde der eingeengte Extrakt in
Hexan aufgenommen und mit waéssriger NaOH-LOsung ausgeschiittelt. Durch An-
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sduern wurden die Phenolate in ihre freie Form Uberfihrt und an 200 mg ENV +-Fest-
phase angereichert, mit Aceton eluiert, methyliert und wie bei den wassrigen Proben
anaysiert. Um die z.T. in der Hexanphase verbliebenen phenolischen Xenoestrogene
(4-tert-Octylphenol, 4-Nonylphenol und 2-tert-Butyl-4-methylphenol) quantitativ er-
fassen zu konnen, wurde auch diese Phase analysiert. Die Bestimmungsgrenzen lagen
fur 3 - 10 g Probe im unteren ppb-Bereich zwischen 0,6 und 35 pg/kg.

Die Quantifizierung der estrogen wirksamen Substanzen beider Analysengruppen er-
folgte intern unter Verwendung extern bestimmter Responsefaktoren (interner Stan-
dard fur die phenolischen Xenoestrogene: D,o-markiertes Biphenyl, fur die Steroide:
D,-markiertes 173-Estradiol).

Mit einem Monitoring des Oberflachenwassers Uber einen Zeitraum von 13 Monate
wurden zwei kleine Flief3ggewasser auf das Vorkommen der ausgewahlten estrogen
wirksamen Substanzen untersucht. Die stark mit Abwasser belastete Korsch zeigte im
Vergleich zum Krahenbach, einem naturnahen Flief3ggewasser, das keine Kléranlagen-
ablaufe aufnimmt, Uber den untersuchten Zeitraum April 1998 bis Mai 1999 deutlich
hohere Konzentrationen der detektierten phenolischen Xenoestrogene und vor allem
der natrlichen Estrogene. Im Unterlauf der Korsch konnten regelmaliig die funf
phenolischen Xenoestrogene Bisphenol A (Median 72 ng/l), 4-Nonylphenol (Median
67 ngll), 4-tert-Octylphenol (Median 31 ng/l), 2-Hydroxybiphenyl (Median 24 ng/l)
und 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol (Median 12 ng/l) analysiert werden. Die Gehalte der
Estrogene lagen im unteren ppt-Bereich (Median: Estron 7,6 ng/l, 17p3-Estradiol 0,7
ng/l) und somit bereits im biologisch aktiven Bereich, sodass adverse Effekte bei
Fischen nicht auszuschlie?en sind. Dagegen wurden im Krahenbach nur 4-Nonyl-
phenol (Median 25,1 ng/l) und Estron (Median 2,1 ng/l) Uber der Bestimmungsgrenze
nachgewiesen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Klaranlagen eine kontinuier-
liche Belastungsquelle fir Flie3ggewasser sein kdnnen. Durch die geringe Verdiinnung
in kleineren Fliel3gewassern konnen hohere Konzentrationen an estrogen wirksamen
Stoffen akkumulieren und eine mogliche Gefahrdung fir die aquatische Tierwelt dar-
stellen. Gleichzeitig zeigten diese Untersuchungen, dass ein Fliel3gewasser, in das kein
gereinigtes Abwasser eingeleitet wird, keineswegs mit estrogen wirksame Substanzen
unbelastet ist. Der Eintrag mufd also auch Uber diffuse Quellen (run-off) oder auf
direktem Wege erfolgen.

Die im E-Screen-Assay ermittelte estrogene Gesamtaktivitét, die fir einige Wasser-
proben der Korsch und des Krahenbachs bestimmt wurde, zeigte eine relativ gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der chemischen Analytik.

Im Ablauf der in die Donau entwassernden Kléranlage Steinhdule (Ulm/Neu-Ulm)
konnten im Prinzip die gleichen estrogen wirksamen Substanzen identifiziert werden
wie in den Fliel3gewassern. Die Konzentrationen lagen vor allem bei den phenolischen
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Xenoestrogenen deutlich héher. Bei adlen drel Probenahmereihen lagen die Gehalte
von 4-Nonylphenol, 4-tert-Octylphenol und Bisphenol A zwischen 104 und 827 ng/l.
In deutlich geringeren Konzentrationen (< 30 ng/l) wurden 3-tert-Butyl-4-hydroxy-
anisol, 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol nachgewiesen. Im Gegensatz
zu den Flief3gewassern konnte im Ablauf der Klaranlage neben 173-Estradiol (1,7 ng/l)
und Estron (12 - 40 ng/l) auch 170-Ethinylestradiol (2,8 ng/l) gemessen werden.
Parallel zu den Ablaufproben wurde der Kléranlage Steinhéule ungereinigtes Abwasser
entnommen, um die Reinigungsleistung ermitteln zu kénnen. Fir einzelne Substanzen
wurde ein Eliminierungsgrad Uber 99 % erreicht (2-Hydroxybiphenyl, 4-Chlor-3-
methylphenol und Estriol). Bei allen drei Beprobungen lag die Eliminierung von Bis-
phenol A, 4-Nonylphenol und 17a-Ethinylestradiol dhnlich hoch (70 - 94 %, 85 - 91 %
bzw. 91 - 94%), die Eliminierungsraten von 17(3-Estradiol (45 - 92 % Eliminierung)
und seinem priméren Metaboliten Estron (81 % Konzentrationszunahme bis 92 %
Eliminierung) unterlagen dagegen deutlich grofReren Schwankungen. 4-tert-Octyl-
phenol zeigte mit 32 bis 64 % die schlechteste Eliminierung der phenolischen Xeno-
estrogene. Obwohl also moderne Klaranlagen und im Besonderen die untersuchte
Kléranlage Steinhaule effektiv arbeiten, findet dennoch keine vollstandige Entfernung
der estrogen wirksamen Substanzen und somit ein standiger Eintrag in das Gewasser
Statt.

Anhand der Analysen von parallel zum Abwasser genommenen Klarschlamm der Klar-
anlage Steinhaule zeigte sich, dass im Besonderen 4-Nonylphenol (2,5 - 3,7 mg/kg TS)
und Bisphenol A (0,08 - 0,55 mg/kg TS) im Klérschlamm angereichert wurden. Der
prozentuale Anteil der Zulauffracht im Klarschlamm lag bei durchschnittlich 35 bzw.
32 %, sodass fir den in der biologischen Reinigungsstufe abgebauten Antell 53 bzw.
46 % berechnet werden konnte. 2-Hydroxybiphenyl und 4-Chlor-3-methylphenol
wurden tatséchlich nahezu vollstéandig biologisch abgebaut (97 % bzw. 90 %), im Klar-
schlamm waren nur 3 % bzw. 2 % der Zulauffracht nachzuweisen. Fir 4-tert-Octyl-
phenol wurde im Klarschlamm eine Konzentration zwischen 0,08 und 0,20 mg/kg TS
gemessen, die 4 bis 25 % der eingetragenen Fracht entsprach.

Die Konzentrationen von 4-Nonylphenol (Median 0,043 mg/kg TS) waren in den Sedi-
menten aus verschiedenen Fliel3gewassern im siiddeutschen Raum wie auch in den
Klarschlammproben mit Abstand am hochsten. Unter anderem konnte in den Sedi-
menten Bisphenol A (Median 0,005 mg/kg TS) und 2-Hydroxybiphenyl (Median 0,002
mg/kg TS) nachgewiesen werden. Im Neckar-Sediment 500 m unterhalb der Klaran-
lage Tubingen wurde im Vergleich zu 500 m oberhalb nur fur 4-Nonylphenol eine
deutliche Konzentrationserhéhung (100 %) gemessen. Seine Akkumulation im Sedi-
ment unterhalb der Abwassereinleitung bekraftigt, dass die Einleitung von gereinigtem
Abwasser einer seiner Haupteintragspfade in die aguatische Umwelt darstellt.
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