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1  Einleitung

1.1 Einfiihrung und Problemstellung

Im Zuge der starken Industrialisierung in den letzten Jahrzehnten sehen sich
Menschen, Tiere und Pflanzen zunehmend Belastungen durch naturfremde Stoffe
(Xenobiotika) ausgesetzt. Diese stammen vorwiegend aus Produktionen der
chemischen Industrie; im Europdischen Verzeichnis existierender chemischer
Substanzen sind mehr als 100000 Chemikalien aufgefiihrt, jedes Jahr kommen {iiber
1000 neue Substanzen hinzu (TIMBRELL, 1989). Dabei steigt nicht nur die Anzahl,
sondern auch die Gesamtmenge der weltweit produzierten Chemikalien bestindig
(STREIT, 1994). Zum groBBen Teil werden Xenobiotika als Pestizide, Kunststoffe,
Arzneistoffe oder Detergenzien in die Umwelt ausgetragen, wo sie durch mégliche
toxikologische Wirkungen héufig die natiirlichen Stoffkreisldufe storen.

Okochemische und o6kotoxikologische Forschungen konnten dabei helfen die
Umweltbelastung durch besonders schiddliche Fremdstoffe wie z. B. polychlorierte
Biphenyle (PCB) oder Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) zu reduzieren. Nach der
weitgehenden Eindimmung dieser Probleme riickt nun die Untersuchung des
Verhaltens anderer Xenobiotika in der Umwelt ins Zentrum des wissenschaftlichen
und offentlichen Interesses. So gewinnt seit Anfang der 90er Jahre die Erforschung
ungewollter hormoneller Wirkungen von Umweltchemikalien zunehmend an
Bedeutung. Die verminderte Fortpflanzungsfihigkeit von Alligatoren nach einem
Chemieunfall mit Pestiziden (GUILETTE & GUNDERSON, 2001) und die
Vermiénnlichung weiblicher Vorderkiemenschnecken durch Tributylzinn (BRYAN et
al., 1986) sind zwei Beispiele, welche den Zusammenhang zwischen
Umweltchemikalien und Stérungen des hormonellen Systems belegen.

Hormonihnlich wirkende Stoffe kénnen sowohl anthropogenen (Xenoostrogene) als
auch natiirlichen Ursprungs (Phytodstrogene, Mycotoxine mit Ostrogener Wirkung)
sein. Des weiteren wird zwischen natiirlichen und synthetischen Hormonen sowie
hormonell ~wirksamen Arzneimitteln unterschieden. FEin weit verbreitetes
Xenoostrogen ist das technische Nonylphenol (t-NP), welches als Abbauprodukt der
industriell vielfdltig verwendeten Nonylphenolpolyethoxylate (NPEO) vor allem in
Ballungszentren mit hoher Wasserverschmutzung gefunden wird. Die Abbauwege der
NPEOs sind in groben Ziigen verstanden und konvergieren mit der Bildung von t-NP
(AHEL, 1994). Unter anaeroben Bedingungen ist t-NP selbst nicht abbaubar und
persistiert in Sedimenten von Oberfldchengewissern oder Faultiirmen von Klidranlagen
(GIGER et al., 1984, PETROVIC et al., 2002; YING et al., 2002). Die hochsten
t-NP-Konzentrationen werden in Kldranlagen und deren unmittelbarer Umgebung
gemessen. Diese Konzentrationen iiberschreiten oft die durch Labortests ermittelten
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Werte der ,,No observed effect concentration" (NOEC) bzw. der ,,Lowest observed
effect concentration" (LOEC), was auf ein allgemeines Gefidhrdungspotential des NP
hinweist.

Seit der Entdeckung, dass Nonylphenol in der Lage ist, zelluldre Prozesse auszulosen,
die unter natiirlichen Bedingungen von Steroidhormonen gesteuert werden (SOTO et
al., 1991), ist das Interesse an dieser Substanz sprunghaft angestiegen. Die Ostrogene
Wirkung des t-NP ist dabei im Vergleich zu den natiirlich vorkommenden Ostrogenen
gering (SONNENSCHEIN et al., 1995; GAIDO et al., 1997). Da t-NP jedoch lipophile
und akkumulierende Eigenschaften aufweist (EKELUND et al., 1990; AHEL et al.,
1993), darf das Schiadigungspotential fiir Mensch und Umwelt nicht unterschitzt
werden. Die Bedenken gegeniiber t-NP verstirkten sich durch eine beobachtete
Erhohung des Vitellogeninplasmaspiegels minnlicher Regenbogenforellen in der
Nidhe von Kldranlagenabldufen, welche auf erhohte Alkylphenolkonzentrationen
zuriickgefithrt wurde (BLACKBURNE & WALDOCK, 1995; HARRIES et al., 1997).
Des weiteren weist t-NP eine hohe Akuttoxizitit fiir aquatische Organismen,
insbesondere Crustaceen, auf (ERNST et al., 1980; BRINGMANN & KUHN, 1982).
In Bezug auf den Metabolismus von t-NP existieren lediglich Daten iiber
Mineralisierungsraten und Abbaugeschwindigkeiten, wonach es als schwer abbaubar
eingestuft wird. Metaboliten des NP konnten bisher nur unter Verwendung des
linearen Isomers 4-n-NP identifiziert werden, welches allerdings im t-NP und daher
auch als Kontamination in der Natur nicht vorkommt (VALLINI et al.,, 2001;
BOKERN & HARMS, 1997). Das relevante t-NP besteht hingegen aus einer Vielzahl
von Einzelisomeren, wobei para-alkylierte Phenole mit verzweigter Nonylseitenkette
die groBte Gruppe darstellen (WHEELER et al., 1997). Dabei ist zu beriicksichtigen,
dass unterschiedlich verzweigte Alkylketten das chemische und biochemische
Verhalten von Molekiilen verindern konnen (KRAVETZ et al., 1991; HOPPER,
1991). Die Tatsache, dass in der Fachliteratur hiufig nicht zwischen dem linearen NP-
Isomer und den im t-NP vorhandenen, meist stark verzweigten Isomeren
unterschieden wird, weist auf eine bedeutsame Wissensliicke der NP-Forschung hin.
Ein zentrales Anliegen dieser Arbeit war daher die Kldarung der Frage, ob 4-n-NP
iberhaupt eine geeignete Modellsubstanz fiir t-NP darstellt. Des weiteren sollten
mogliche Unterschiede aller t-NP-Isomere in Bezug auf das Abbauverhalten
untersucht werden. Auf Grund des gehduften Auftretens von NP in Kliranlagen
(EJLERTSSON et al., 1999; HESSELSOE et al. 2001) wurde das Abbauverhalten
definierter NP-Isomere speziell in Belebtschlamm systematisch untersucht. Zur
Bearbeitung dieser Problemstellung war die Verwendung von '*C-markierten NP-
Isomeren notwendig. Zudem wurde hierdurch wird das Auffinden von Metaboliten
ermoglicht, welche nach Aufreinigung niher untersucht werden konnten.
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1.2 Struktur und Eigenschaften von Nonylphenol

NP besitzt eine polare, phenolische Hydroxygruppe und einen stark ausgeprigten
lipophilen Molekiilteil. Der lipophile Charakter des Molekiils wird durch den
aromatischen Ring des Phenols und eine daran gebundene aliphatische Nonylkette
verursacht (Abbildung 1.1).

W\/\/\@OH %@w
a) b)
HO
c) d)

Abbildung 1.1 Chemische Strukturen: a) 4-r-Nonylphenol; b) 4-(3°,5"-Dimethyl-3’-
heptyl)phenol; c¢) 4-(37,6"-Dimethyl-3°-heptyl)phenol; d) 2-(3",5°-Dimethyl-3"-heptyl)phenol

Technisches NP besteht hauptsédchlich aus einer Mischung isomerer para-substituierter
Phenole mit unterschiedlich verzweigten Nonylseitenketten (in Abhéngigkeit vom
Produktionsverfahren ca. 80-90%, z. B. Abbildung 1.1 b und c). Weiterer Bestandteil
sind entsprechende ortho-substituierte Phenole (ca. 5-10%, z. B. Abbildung 1.1 d).
Geringe Anteile von dialkylierten Phenolen, monosubstituierten Decylphenolen, des
Phenols selbst und Wasser sind als Verunreinigungen anzusehen. Die Entstehung
dieser Substanzverteilung im t-NP wird bei Betrachtung des Herstellungsprozesses
deutlich.

Der erste Syntheseschritt ist die radikalische Polymerisierung von Propylen und die
Abtrennung von entstandenen Trimeren bzw. Nonenen (SUNOCO, 2002). Energetisch
begiinstigt ist dabei die Bildung von verzweigten Strukturen, wobei theoretisch alle
denkbaren Verzweigungsmuster auftreten konnen. Am unwahrscheinlichsten ist dabei
die Bildung des linearen Propylentrimers n-Nonen, so dass 4-n-NP im technischen
Produkt nicht nachweisbar ist.

Nachfolgend werden Phenol und Polypropylentrimere (Nonene) geméll der Friedel-
Crafts-Alkylierung zur Reaktion gebracht. Hierbei werden iiberwiegend para-
substituierte Phenole entstehen sowie ein geringerer Anteil von ortho-substituierten
Produkten. Nebenreaktionen  der  Friedel-Crafts-Alkylierung sind  die
Mehrfachalkylierung und die Umlagerung von intermedidren Carbenium-Ionen
(VOLLHARDT, 1990). Letztere bewirkt eine Erhohung der Anzahl vorkommender
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Nonylphenolisomere im technischen Produkt und fiihrt in diesem Sinne nicht zu
unerwiinschten Nebenprodukten.

Bei der Erfassung von chemisch-physikalischen Daten des t-NP ist zu beachten, dass
die genaue Zusammensetzung bei unterschiedlichen Herstellern variieren kann. Die
hier zusammengestellten Angaben beziehen sich im Allgemeinen auf ein t-NP mit
einem Gehalt von 85% an para-Nonylphenol, welches im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1 Chemische und physikalische Eigenschaften des t-NP

Technisches Nonylphenol Quellenangabe

Aussehen Blassgelbe, viskose Fliissigkeit -
Molare Masse 220,34 g/mol (C;5H240) -
Wasserloslichkeit” 4,92 + 0,31 [mg/1] (bei 10°C) AHEL & GIGER, 1993

6,35 + 0,10 [mg/1] (bei 25°C)
Dampfdruck <<10 [Pa] (bei 20°C) CEPAD Position Paper,

670 [Pa] (beil50°C) 1999

5,32 x 10° [Pa] (bei 199°C)
Siedepunkt 290-300 [°C] CEPAD Position Paper,

1999

Schmelzpunkt ca. -8 [°C] BUA-Stoffbericht, 1988
Dichte 0,950 [g/cm’] BRAUER, 1989

0,968 [g/cm3] FALBE & REGITZ, 1991
Verteilungskoeffizient 4,48 £ 0,12 AHEL & GIGER, 1993
log Kow 4,12 £ 0,10 MCcLEESE et al., 1981
Saurekonstante (pKj) 10,28 (geschitzt) DURING et al., 2000
Flammpunkt ca.155 [°C] BUA-Stoffbericht, 1988
Bestidndigkeit unter stabil RIPPEN, 1998
Laborbedingungen
Henrykonstante 11.02 [Pa m’ mol'l] CEPAD Position Paper,

1999

Besondere Gefahren und Xn; R22, C; R34, S36-37-38 CEPAD Position Paper,
Sicherheitsratschlige 1999

"Es existieren viele weitere Angaben in einem Bereich von 3-3000 mg/l bei 20°C (3 g/,
NP-Produktbeschreibung, Bie&Berntsen A/S).

Einige FEigenschaften des NP lassen sich nicht als direkt messbare Groéfen
charakterisieren, haben aber bei der Untersuchung dieser Substanz in wéssrigen
Systemen  entscheidende  Bedeutung. So  besitzt NP  eine  hohe
Wasserdampffliichtigkeit, die bei einigen Extraktionsverfahren ausgenutzt wird
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(s. 2.5.2). Auch muss der Begriff der Wasserloslichkeit von NP weiter gefasst und
eher vom Verhalten in wissriger Losung gesprochen werden. Hinweise darauf erhilt
man durch einen Vergleich stark abweichender Werte fiir die Wasserloslichkeit bei
Anwendung unterschiedlicher Messverfahren. Zu beachten ist auch, dass der
Losungsvorgang in Wasser einige Tagen dauern kann. Eine zufriedenstellende
physikalische Beschreibung dieser Phidnomene existiert bislang nicht, die Bildung von
Micellen kann allerdings fiir das Nonylphenolmolekiil ausgeschlossen werden (BRIX
et al., 2001). In der Laborpraxis miissen zudem die stark adsorptiven Eigenschaften
des NP beriicksichtigt werden (s. 3.1).

1.3 Verwendung des technischen Nonylphenols

Technisches NP wird als Industriechemikalie nicht direkt verwendet, sondern dient als
Zwischenprodukt bei der Herstellung vieler Industriechemikalien. Allein in den USA
wurden 2001 128.000 Tonnen t-NP produziert, die jdhrliche Wachstumsrate liegt
konstant bei ca. 2%. Dabei werden ca. 80% fiir die Produktion von NPEOs verwendet,
ca. 10% fiir die Produktion von TNPP und 10% fiir eine Vielzahl weiterer chemischer
Produkte (SCHNELL, 2001). In Europa hat auflerdem die Herstellung von
Nonylphenol/Formaldehyd-Harzen groBe Bedeutung (RPA-FINAL REPORT, 2000).
Die Produktion der NPEOs ist fiir t-NP allerdings weltweit das wichtigste
Anwendungsgebiet und deren Verwendung Hauptursache fiir das Auftreten von NP in
der Natur.

Durch die Ethoxylierung des Nonylphenolmolekiils unter Verwendung von
Ethylenoxid entstehen unter alkalischen Bedingungen Polyether bzw. NPEOs
(Abbildung 1.2). Technische Produkte enthalten in der Regel zwischen 1 und 100
Ethoxygruppen, wobei in Reinigungsmitteln NPEOs mit wenigen Ethoxygruppen
dominieren (SCHARF et al., 1994; GUNTHER et al., 2001).

CgHw—@oJFCHZ—CHz—oJHH

Abbildung 1.2 Allgemeine Struktur von Nonylphenolpolyethoxylaten (n = 1-100)

NPEOs werden bereits seit mehr als 40 Jahren in einer Vielzahl von technischen
Prozessen und Reinigungsmitteln eingesetzt (CSERHATI, 1995; RUDEL et al., 1998).
Sie gelten als besonders kosteneffektiv und im Vergleich zu anderen nichtionischen
Tensiden als sehr leistungsstark (SCHNELL, 2001). 1995 wurden weltweit ca.
600.000 Tonnen NPEO produziert (HAGER, 1998).
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Anfang der achtziger Jahre galten Alkylphenolpolyethoxylate (APEO) aus
okotoxikologischer Sicht als unbedenklich, da mit den damals iiblichen
Abbauversuchen (OECD, 1972; DIN-Verfahren 38 409-Teil 23) eine 90%ige
Abbaubarkeit von APEOs mit 9-10 Ethylenoxidgruppen nachgewiesen werden konnte.
Dieses Verfahren ist jedoch aus heutiger Sicht nicht ausreichend, da nur APEOs mit
einer Kettenlinge von mehr als 5 Ethoxylenoxidgruppen erfasst werden (SCHARF et
al., 1998). Erst der Nachweis von toxischen und schwer abbaubaren Metaboliten
fiihrte Ende der achtziger Jahre in einigen europdischen Lindern zu einer ,,freiwilligen
Selbstverpflichtung der Industrie zum Verzicht auf Alkylphenolethoxylate in
Haushaltswasch- und -reinigungsmitteln®, die 1992 auf industrielle Reinigungsmittel
und Anwendungen erweitert wurde.

Generell ldsst sich feststellen, dass APEOs iiberwiegend in wissriger Losung zur
Anwendung kommen und hidufig ohne spezielle Abwasserreinigung {iiber das
Kanalnetz in kommunale Kliranlagen gelangen.

1.4 Nonylphenol und Nonylphenol-enthaltende Substanzen in Kliranlagen
und Umwelt

1.4.1 Zusammenhang von Nonylphenol und Nonylphenol-enthaltenden Substanzen

Unter der Bezeichnung ,,Nonylphenol-enthaltende Substanzen* werden, wenn nicht
gesondert gekennzeichnet, NPEOs und deren Abbauprodukte zusammengefasst. Das
Vorkommen bzw. die Bildung von NP in Kldranlagen ist in erster Linie auf den
mikrobiellen Abbau der NPEOs zuriickzufiihren (BUA-STOFFBERICHT, 1988). Der
Abbau der hoheren Oligomere (NP,EO, n>3) erfolgt zundchst rasch, wobei sich
NP,EO und NP{EO anreichern (AHEL et al., 1994a). NP,EO und NP,;EO werden
allerdings nur langsam biologisch transformiert und besitzen unter anderem aufgrund
ihres lipophileren Charakters eine hohere Toxizitit als die Ausgangsverbindungen. In
einigen Prozessen der Abwasserbehandlung werden weiterhin die entsprechenden
Carbonsiduren (NP,EC und NP,EC, Abbildung 1.3) gebildet. Zusammengenommen
bewirkt dies bei einer konventionellen Kldranlagenkonfiguration, dass NP-enthaltende
Substanzen vor allem als NP,EO, NP,EO, NP,EC und NP;EC in den Vorfluter
eingeleitet werden.
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Abbildung 1.3 Aerobe und anaerobe Biotransformationen NP-enthaltender Substanzen wiahrend
der Abwasserbehandlung und der anaeroben Schlammstabilisierung (RUDLING & SOLYOM,
1974; STEPHANOU & GIGER, 1982; REINHARD et al., 1982; BRUSCHWEILER et al., 1983,
GIGER et al., 1984; AHEL et al., 1987; AHEL, 1987; BALL et al., 1989; AHEL et al., 1994).

Fir NP kann wegen der erhdhten Persistenz der Vorlduferverbindungen eine relativ
langsame Bildungsrate angenommen werden, verbunden mit einer gleichzeitigen
aeroben Abbaubarkeit. Daraus erklirt sich vermutlich der geringe Anteil des NP am
gesamten Vorkommen der NP-enthaltenden Substanzen entlang des (aeroben)
Wasserpfades bei der Abwasserreinigung (Abbildung 1.4).

Die erhohte Lipophilie der NPEO-Metaboliten NP, NP,EO, NP,EO, NP,EC und
NP,EC bewirkt weiterhin eine verstirkte Adsorption an die Schlammpartikel, so dass
ein grofer Teil dieser Metaboliten iiber den Uberschussschlamm die anaerobe
Schlammbehandlung erreichen. Unter anaeroben Bedingungen werden nahezu alle
NP-enthaltenden Stoffe mikrobiell zu NP abgebaut, welches bei Abwesenheit von
Sauerstoff nicht weiter abgebaut wird (GIGER, 1984; Abbildung 1.3). Es kommt
daher wihrend der anaeroben Schlammbehandlung zu einer starken Anreicherung des
NP, welches schlieBlich bis zu 95% der im stabilisierten Schlamm vorkommenden
NP-enthaltenden Substanzen ausmacht. Diese Anreicherung entdeckt man auch in
anderen belasteten anaeroben Umweltkompartimenten wie z.B. in Sedimenten von
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Fliissen und Seen (PETROVIC et al., 2002; YING et al., 2002). Da der anaerob
stabilisierte Kldrschlamm héufig als Diingemittel auf landwirtschaftlich genutzte
Flichen ausgebracht wird, konnten sich dort hohere NP-Konzentrationen als
problematisch erweisen.

Festzuhalten bleibt, dass der komplexe Abbau der NPEOs nur in groben Ziigen
verstanden ist und das Auftreten der Metaboliten je nach Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaften und Umweltbedingungen schwanken kann.

Aufgrund des engen Zusammenhangs zwischen NP und NPEO muss eine vollstindige
Verhaltens
Vorldufermolekiile erstellt werden. Die ausschlie8liche Betrachtung von NP wiirde zu

Bilanzierung des von NP unter Einbeziehung der wichtigsten
falschen Schlussfolgerungen fiihren, da parallel zum Abbau stets eine Bildung des NP
stattfindet. Verdeutlicht wird dies bei Betrachtung der prozentualen Verteilung der
NP-enthaltenden Substanzen in verschiedenen Stufen der Abwasserbehandlung

(Abbildung 1.4).

Ablauf Vorklarbecken

NP1EO+
NP2EO
20%
NPnEO
68%
NP
7%

NP1EC+
NP2EC

Ablauf
Nachklarbe

NP1EO+
NP2EO
25%

NP
8%

cken

NPnEO
20%

NP1EC+
NP2EC
47%

anaerobe

Schlammbehandlung

NP1EO+
NP2EO
5%

@

NP
95%

5%

Abbildung 1.4 Durchschnittliche Verteilung NP-enthaltender Substanzen in 11 Klédranlagen des
Glatt-Tals, Schweiz (berechnet auf molarer Basis); kleiner werdende Kreisflichen weisen auf den
sinkenden Gesamtgehalt hin (GIGER et al., 1986; AHEL et al., 1994a).

Die in der Abbildung gezeigten Daten beruhen auf der bisher einzigen systematischen
Bilanzierung NP-enthaltender Substanzen. Diese Untersuchungen erfassen
selbstverstindlich nicht die bis heute unbekannten Abbauprodukte des NP (GIGER et
al. 1986; AHEL et al. 1994a; vgl. 1.6). Fiir die gesamte Abwasserbehandlung einer
konventionellen Kldranlage wird abgeschitzt, dass ca. 60-65% der NP-enthaltenden
Stoffe eliminiert werden (unter Beriicksichtigung von: NP,EO (n = 1-40), NP,EC und
NP,EC, NP; berechnet auf molarer Basis). Aus der Kldranlage ausgetragen werden
von diesen Stoffen etwa 60% in Form von NP, NP,EO und NP;EO. Dieser
Zusammenhang wird bei der Berechung von NP-Eliminationsleistungen in
Kldranlagen nur selten beriicksichtigt.

Der Nachweis von NP aus Abwissern der Papierindustrie (SCHAREF et al., 1998) wie
auch die Absonderung von NP aus Kunststoffprodukten (McNEAL et al., 2000)
weisen auf weitere Quellen fiir NP in der Umwelt hin. Zur Zeit fehlen jedoch
systematische Untersuchungen, die das Ausmal} dieses Austrags abschitzen.
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1.4.2 Vorkommen von NP und NP-enthaltenden Substanzen

Es ist bislang nicht moglich, das Vorkommen von NP und NP-enthaltenden
Chemikalien in der Umwelt vollstindig zu beschreiben. Die stark variierenden Daten
sind bis heute eher fragmentarisch und konzentrieren sich auf bestimmte
Umweltkompartimente wie Kldranlagen oder Oberflichengewisser, welche als
Vorfluter von Kldranlagen genutzt werden. Auch beziiglich der Vergleichbarkeit
dieser Daten ist eine kritische Betrachtung angebracht, da keine einheitlichen
Analyseverfahren angewendet werden (LEE, 1999; THIELE et al., 1997). Aus diesen
Griinden wird auf eine ausfiihrliche Sammlung von Einzeldaten verzichtet. Die
meisten der in diesem Kapitel dargestellten Daten stammen aus den detaillierten
Forschungsarbeiten der Gruppe um Ahel und Giger (1984-1996).

Messungen in 11 schweizer Kldranlagen ergaben folgende tabellarisch dargestellten
Konzentrationsbereiche im Ablauf des Vor- und Nachklidrbeckens (Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2 Vorkommen von NP und NP-enthaltenden Substanzen in den Ablidufen des Vor- und
Nachklarbeckens von 11 Klidranlagen des Glatt-Tals (Schweiz) (AHEL et al., 1994a).

Substanzen Konzentrationsbereich
[pmol/ms]
Ablauf des Vorklirbeckens
NP,EO, n =3-20 1310-3220
NP,EO + NP,EO 310-840
NP,EC + NP,EC 80-270
NP 110-430
Summe 2330-4050
Ablauf des Nachklirbeckens
NP,EO, n =3-20 110-640
NP,EO + NP,EO 10-760
NP,EC + NP,EC 290-930
NP 10-200
Summe 660-2150

Ein Vergleich der einzelnen Konzentrationen von NPEOs mit definierter Kettenlénge
im Ablauf des Vor- und Nachkldrbeckens zeigt den schnellen Abbau der hoheren
NP,EO-Oligomere (n > 3), wiahrend NP;EO und NP,EO angereichert werden (AHEL
et al., 1994a). In anaerob stabilisierten Kldrschlimmen wurden NP-Konzentrationen
von 450-2500 mg/kg TS ermittelt, in Belebtschlamm 90-150 mg/kg TS (BUA-
Stoffbericht, 1988; GIGER et al., 1984).

Deutliche = Konzentrationsunterschiede  entstethen durch  zeitlich  bedingte
Schwankungen des Eintrags NP-enthaltender Substanzen in die Kliranlage sowie
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durch variierende jahreszeitliche Abbauleistungen. So werden NPEOs im Winter
wesentlich schlechter abgebaut als im Sommer (MANN & REID, 1971; AHEL et al.,
2000). Der FEintrag NP-enthaltender Substanzen innerhalb einer Woche nimmt
samstags und sonntags in niherungsweiser Ubereinstimmung mit dem DOC-Gehalt
etwa auf die Hilfte ab; innerhalb des Tages ist der Eintrag auBerdem in den
Morgenstunden signifikant geringer als zwischen 12-16 Uhr (AHEL et al., 1994). Die
Belastungen einzelner Kldranlagen durch NP und NP-enhaltende Substanzen hingen
des weiteren stark von den angeschlossenen Einleitern ab und diirfen somit nicht als
generelles Problem aller Kldranlagen ausgelegt werden.

Bei isolierter Betrachtung von NP-Massenstromen des Influents und Effluents wird
meist eine effektive Eliminationsleistung fiir Kldranlagen dokumentiert. Bezieht man
hingegen den anaerob stabilisierten Kldrschlamm in die Massenbilanz mit ein, erhélt
man eine Vervielfachung der NP-Austragsmenge bezogen auf den Influent (KORNER
et al., 2000; AHEL et al., 1994).

In unmittelbarer Nédhe des Klédranlagenablaufes ldsst sich nach wenigen Metern
(2-10 m) eine starke Abnahme der Konzentrationen von NP, NP;EO und NP,EO auf
etwa 5-10% feststellen, wobei die weitere Konzentrationsabnahme sehr viel langsamer
verlduft und selbst nach 100 m nahezu konstant bleibt (AHEL et al., 1994b; AHEL et
al., 1996). So werden in der Nihe von dicht besiedelten Gebieten in
Oberflachengewdssern hdufig NP-Konzentrationen von > 1ug/l gemessen, wihrend
abseits von Ballungsgebieten NP meist nicht nachgewiesen werden kann (BENNIE et
al., 1997; NAYLOR et al., 1992; BENNET & METCALFE, 2000). Dies kann dazu
fiihren, dass NP auch in Trinkwasser, welches aus Ballungsgebieten stammt, gefunden
wird (AHEL et al., 1996). Auch in der Luft lasst sich an einigen Orten NP nachweisen
(RUDEL et al., 2001).

1.5 Nonylphenol als hormonéhnlich wirkender Stoff

Hormondhnlich wirkende Stoffe konnen an verschiedenen Punkten der
Wirkungskaskade von endogenen Hormonen Effekte auslosen. Diese Wirkungen
stellen isoliert betrachtet noch keine Schiddigung fiir einen Organismus dar, kdnnen
jedoch als Vorstufe zu pathologischen Effekten interpretiert werden. Die moglichen
resultierenden  Schidigungen sind dabei vielfdltig und werden mit Krebs,
Fertilitdtsstorungen,  Stoffwechselstorungen, = Wirkungen auf das zentrale
Nervensystem oder das Immunsystem in Verbindung gebracht (SETAC, 2000;
MACZKA, et al., 2000; GUILLETTE & GUNDERSON, 2001).

Im Falle des NP werden dabei meist Effekte beobachtet, die auch durch die endokrine
Hormongruppe der Ostrogene hervorgerufen werden. Daher wird NP auch als
‘endokriner Disruptor” oder ‘endokriner Modulator” bezeichnet. Aufgrund des
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Wirkungsmechanismus (Ligand-Ostrogenrezeptor-Interaktion) sind die
hervorgerufenen Effekte hiufig reversibel (WITORSCH, 2000).

Die ostrogenen Eigenschaften von para-alkylierten phenolischen Substanzen wurden
1938 entdeckt (DODDS et al., 1938; DODDS & LAWSON, 1938), wihrend die erste
durch Ostrogene verursachte Wirkung bereits 1923 beobachtet wurde (ALLEN &
DOISY, 1923). 1978 wurde iiber die Fihigkeit para-alkylierter Phenole berichtet,
Ostradiol vom Ostrogenrezeptor zu verdringen bzw. zu ersetzen (MUELLER & KIM,
1978). Die zufillige Entdeckung, dass NP in der Lage ist den Progesteronrezeptor und
eine verstirkte Zellteilung von MCF-7-Brustkrebszellen zu induzieren (SOTO et al.,
1991), bewirkte ein verstirktes Interesse an dieser Substanz und dessen potentieller
hormoneller Wirkung.

Fiir die Beurteilung der oben genannten pathologischen Effekte wird eine Vielzahl an
Parametern verwendet. Die Auswahl der Parameter richtet sich dabei u. a. nach der
untersuchten Organismenart (Tabelle 1.3). Zudem wird beriicksichtigt, dass Stoffe mit
reversibler Wirkung bestimmte Wirkschwellen besitzen, z. B. unterhalb derer keine
toxischen Wirkungen beobachtet werden (NOEC).

Auf den NP-Gehalt im Ablauf von englischen Kldranlagen wurde die Erhohung des
Vitellogeninplasmaspiegels  dort  gehaltener mainnlicher Regenbogenforellen
zuriickgefithrt (BLACKBURNE & WALDOCK, 1995; HARRIES et al., 1996;
HARRIES et al., 1997). Diese Untersuchungen wurden haufig als direkter Nachweis
fir das Schadigungspotenzial von NP herangezogen. Die Entwicklung und
Anwendung einer biotestgestiitzten Fraktionierung und Analyse ergab hingegen, dass
die nachgewiesenen Ostrogenen Effekte auf die ebenfalls vorhandenen Steroidhormone
17B-Ostradiol, Ostron und 17a-Ethinylostradiol zuriickgefiihrt werden konnten.

Tabelle 1.3 Ausgewiihlte Toxizitiitsparameter von NP bei aquatischen Organismen.

Art Parameter Versuchsbedingungen Quelle
Regenbogenforelle ECp=<1 pug/l 22 d, Wachstum ASHFIELD et al.,
(Oncorhynchus 1998

mykiss)

Regenbogenforelle ECy=<30pug/l 22d, ovosomatischer =~ ASHFIELD et al.,
(Oncorhynchus Index 1998

mykiss)

Regenbogenforelle LOEC = 90d KAHL et al., 1997
(Oncorhynchus 10,3 pg/l

mykiss)

Jap. Medaka LOEC = 60d, YOKOTA et al.,
(Oryzias latipes) 17,7 ug/ Embryonalentwicklung, 2001

Reproduktion, u.a.
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Art Parameter Versuchsbedingungen Quelle
Jap. Medaka NOEC =8,2 ug/l 60d, YOKOTA et al.,
(Oryzias latipes) Embryonalentwicklung, 2001

Reproduktion, u.a.

Karpfen (Cyprinus  NOEC = 1-5 ug/l 70 d, himatologische SCHWAIGER et

carpio) und histopathologische al., 2000
Parameter

Flagellaten ECs5 =0,5 mg/l 1 h, Photosynthese BUA-Stoffbericht

(Chlamydomonas 13, 1988

reinhardii)

Bei Pflanzen und Sidugetieren sind Bestimmungen solcher Parameter fiir NP kaum
durchgefiihrt worden und konnen aufgrund der Versuchsbedingungen schlecht mit
denen aquatischer Organismen verglichen werden. Beispielhaft sei der Kopfsalat
(Lactura sativa) mit einer ECsy = 0,1-0,32 mg/l (16-21 d, Wachstum in Nahrlosung;
HULZEBOS et al., 1993) und die Ratte mit einem NOAEL = 50 ™/ (90 d,
CUNNY et al., 1997) genannt.

Die bislang einzige NP-Studie mit menschlichen Probanden beschreibt das
pharmakokinetische Verhalten von NP. Nach einmaliger oraler (5 mg NP) bzw.
intravenoser (1 mg NP) Dosis wurde dabei eine schnelle exponentielle
Konzentrationsabnahme im Blut (Halbwertzeit: 2-3 h) der beiden Versuchspersonen
gemessen (MULLER et al., 1998).

Eine Untersuchungsalternative stellt die Verwendung von Zellkulturen dar, z. B. kann
bei Verwendung menschlicher Brustkrebszellen der Zelllinie MCF; die Ostrogene
Potenz einer Probe bestimmt werden (E-screen). Diese Zelllinie reagiert auf dstrogen
wirksame Stoffe mit beschleunigter Zellvermehrung (SOTO et al., 1991; SOULE et
al., 1973). Fir NP wurde mittels dieses E-screens eine relative Ostrogene Potenz
(genormt auf Ostradiol) von 0,00003 ermittelt (SONNENSCHEIN et al., 1995).
Ebenfalls eingesetzt werden genetisch verdnderte, Ostrogensensitive Hefezellen
(rekombinante Saccharomyces cerevisiae). Dieses Testsystem liefert fiir NP einen
Wert fiir die relative 6strogene Potenz von ca. 0,0002 (GAIDO et al., 1997; TANGHE
et al., 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Ostrogene Wirksamkeit von
NP und 17B-Ostradiol im Wachstumsmedium durch die Zugabe von Huminsiuren
(150mg/1) verringert wird (TANGHE et al., 1998).

Uber die Nahrungsmittel wird fiir den Normalverbraucher in Deutschland eine NP-
Aufnahme von 7,5 pg/Tag abgeschitzt (GUNTHER et al., 2002). Setzt man diesen
Wert in Relation zur Aufnahme von Ostrogen aktiven Arzneimitteln (z. B.
Kontrazeptiva), Pflanzeninhaltsstoffen oder sogar korpereigenen Hormonen, ist eine
Schidigung des Ostrogenen Hormonhaushaltes durch NP fiir den Menschen als gering
einzustufen (REHBINDER et al., 1999; WEGENER, 2001). Allerdings konnen andere
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Schidigungsmechanismen nicht ausgeschlossen werden, auch besteht die Moglichkeit
der additiven Wirkung mit anderen Xenoodstrogenen.

Rechtlich gilt das durch Art. 20a GG verfassungsrechtlich verankerte Vorsorgeprinzip,
welches besagt, dass der Staat schon dann zum Handeln aufgerufen ist, ,,[...] wenn
Schadensmoglichkeiten gegeben sind, die sich nur deshalb nicht ausschlie3en lassen,
weil nach dem derzeitigen Wissensstand bestimmte Ursachenzusammenhénge weder

13

bejaht noch verneint werden konnen [...] “. In diesem Kontext sind aktuelle
Bestrebungen der EU zu sehen, die Verwendung von NP und NP-enthaltenden

Substanzen einzuschrianken (EG-Beschriankungsrichtlinie, 2002).

1.6 Metabolismus von Nonylphenol

NP wird im Allgemeinen als ein NPEO-Metabolit beschrieben, welcher stark
persistiert (Maguire, 1999). Weitergehende Untersuchungen, die das Abbauverhalten
von NP beschreiben, sind bislang selten. Der Metabolismusweg ist vollstindig
unbekannt. Dennoch sind einige Teilaspekte des mikrobiellen Abbaus von NP
untersucht worden, z. B. Abbaukinetik, Temperaturabhingigkeit,
Sauerstoffabhingigkeit, Isolierung NP-abbauender Mikroorganismen. Uneinheitlich
ist dabei die Verwendung der NP-Referenzsubstanz im Hinblick auf die
unterschiedlichen NP-Isomere. Hiaufig wird das kiufliche lineare NP-Isomer 4-n-NP
als Modellsubstanz eingesetzt.

1.6.1 Allgemeine Aspekte des NP-Abbaus

Nach der OECD-Methode 301B (Sturm Test DIN EN 29439) ist die Bestimmung der
aeroben Abbaubarkeit einer nicht fliichtigen, wasserloslichen Substanz standardisiert.
In diesen Experimenten wird fiir t-NP nach 28 Tagen eine Mineralisierung von 53 %
gemessen (WILLIAMSON & VARINEAU, 1996). Weitere Untersuchungen mit
diesem Testsystem ergaben fiir t-NP nach 35 Tagen eine Mineralisation von 48 %
(STAPLES et al., 2001). Demzufolge wird NP als “schwer abbaubar” eingestuft.

Um den Abbau von NP in der Klidranlage nachzuvollziehen, muss vor allem die
Verfiigbarkeit  von  Sauerstoff in  den  unterschiedlichen  Stufen der
Abwasserbehandlung beriicksichtigt werden. Ebenfalls beeinflusst die Temperatur
oder der Zustand des Klidrschlamms das Abbauverhalten von NP und NP-enthaltenden
Substanzen (TANGHE et al., 1998; s. 1.4.2). Unter den Bedingungen, wie sie bei der
anaeroben Schlammbehandlung zu finden sind, wird NP praktisch nicht abgebaut
(EJLERTSSON et al., 1999; GIGER et al., 1984). Dabei scheint das Vorhandensein
von Sauerstoff oft in direktem Zusammenhang mit der Geschwindigkeit des NP-
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Abbaus zu stehen (HESSELSOE et al. 2001). Andere NP-enthaltende Substanzen
werden unter anaeroben Bedingungen bis zur Stufe des NP transformiert, so dass sich
NP im anaerob stabilisierten Klédrschlamm anreichert (s. 1.4.1). Aufgrund der
Verwendung des stabilisierten Kldrschlammes als Diingemittel wurde das weitere
Schicksal des NP in landwirtschaftlichen Boden untersucht. Auch hier zeigte sich als
wesentliches Ergebnis, dass eine gute Sauerstoffversorgung den Abbau des NP fordert
und sauerstoffarme Umgebungen einen schlechten Abbau von NP zur Folge haben.
NP-abbauende Bodenorganismen scheinen ubiquitir vorhanden zu sein und bendtigen
keine vorherige Adaption (TOPP & STARRETT, 2000; HESSELSOE et al. 2001).
Beziiglich der Temperaturabhingigkeit wird fiir NP in Belebtschlamm bei 28+2°C
eine gute Abbaubarkeit gemessen, welche sich bei 10-15°C drastisch verschlechtert
(TANGHE et al., 1998). Weiterhin wird im Winter bei allen NP-enthaltenden
Substanzen eine langsamere Biotransformation beobachtet, so dass in der Nédhe und
innerhalb von Kldranlagenablidufen ca. 10-fach hohere Konzentrationen an NP,EO als
in den Sommermonaten vorkommen kénnen. (AHEL et al., 2000).

Ebenfalls wurden Teilaspekte des metabolischen Verhaltens von NP in einigen
Pflanzen und Tieren sowie im Menschen untersucht. In Pflanzen-Suspensionskulturen
konnten Konjugate von 4-n-Nonylphenol-Metaboliten nachgewiesen werden, welche
eine mono- oder dihydroxylierte Seitenkette aufwiesen (SCHMIDT et al., 2003;
BOKERN et al., 1996; BOKERN & HARMS, 1997). Beim Menschen wurden nach
oraler Aufnahme von 'C-markiertem t-NP 10% als Ausgangssubstanz oder als
einfaches Konjugat im Kot und Urin wiedergefunden (MULLER et al., 1998).
Aromatische Verbindungen, welche der Sonneneinstrahlung ausgesetzt sind (Luft,
Oberflachengewisser), konnen weiterhin photolytisch iiber radikalische und oxidative
Prozesse abgebaut werden. (PALM, 2002; FIEDLER et al., 1994). Es existieren sogar
Ansitze, diese Mechanismen bei der Eliminierung von NP und NP-enthaltenden
Substanzen in der Kldranlage auszunutzen (IKE et al., 2002).

1.6.2 Strukturchemische Aspekte des NP-Abbaus

Interessant ist ein Vergleich der Abbaubarkeit von NP mit derjenigen von
Alkoholpolyethoxylaten (APE), welche aufgrund ihrer insgesamt besseren
Abbaubarkeit als Ersatzsubstanz fiir NPEOs gehandelt werden (AHEL et al., 1994).
Sie besitzen statt des Nonylphenolrestes einen langkettigen Alkylalkoholrest als
lipophilen Molekiilteil. APEs mit linearer Alkylkette werden schnell und vollstindig
abgebaut, wihrend verzweigte APEs sehr viel schlechter von Organismen
transformiert werden konnen (KRAVETZ et al., 1991). Ein dhnlicher Zusammenhang
existiert auch beim Abbau von verzweigten Fettsdauren. Fettsduren mit quarternirem
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Kohlenstoffatom werden anaerob nicht abgebaut, wobei tertiire Verzweigungen, die
den B-Oxidationsmechanismus storen, den Abbau erschweren (SIN & CHUA, 2000).
Es kann generell davon ausgegangen werden, dass verzweigte Alkane in Bezug auf
den Abbau persistenter sind und insbesondere terminale antesio- (Abbildung 1.5) und
quaterndre Verbindungen zu sterischen Hinderungen der am Abbau beteiligten
Oxidasen fithren (SCHAEFFER et al. 1979; BRITTON 1984).

R/\( RJ\/
iso- anteiso-

Abbildung 1.5 Strukturbeispiele einer terminalen iso- und anteiso-Verzweigung von
Alkylverbindungen.

Die Isomere des t-NP sind ebenfalls stark verzweigt und besitzen zum groflten Teil
quarternidre Kohlenstoffatome (vorwiegend in «-Position, Abbildung 1.1), so dass
dieses Strukturmerkmal ein Grund fiir die erhohte Persistenz darstellen konnte.

Der biologische Abbau eines aromatischen Rings bedingt dessen Spaltung nach
vorheriger Aktivierung, welche durch Insertion von Hydroxygruppen erreicht wird.
Der aktivierte Aromat muss dabei mindestens zwei Hydroxygruppen in ortho- oder
para-Stellung besitzen. Enzymatisch wird die Insertion durch Di- oder im Falle
phenolischer Substrate durch Monooxygenasen durchgefiihrt. Bei mikrobiellen
Monooxygenasen handelt es sich gewohnlich um Flavoproteine, die ein Atom des
molekularen Sauerstoffs in den Phenolring einfiigen (HOPPER, 1991). Die
nachfolgende ortho- bzw. meta- Ringspaltung erfolgt bei den bekannten Abbauwegen
wiederum unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff durch Dioxygenasen
(BAYLY und BARBOR, 1984, DAGLEY, 1989). Der gewohnliche Katabolismus von
phenolischen Verbindungen bendtigt also mindestens an zwei Stellen molekularen
Sauerstoff, welcher unter anaeroben Bedingungen nicht zur Verfiigung steht.

1.6.3 Abbau von NP durch spezifische Mikroorganismen

Die Betrachtung des Abbaus einer Substanz durch isolierte Mikroorganismen liefert
oft wertvolle Hinweise auf den Metabolismus in der Natur. Bei der Isolierung NP-
abbauender Mikroorganismen nutzt man die Fahigkeit bestimmter Hefe- oder
Bakterienstimme, auf NP als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen zu
konnen.

Der Hefestamm Candida aquaetextoris metabolisiert 4-n-NP hauptsédchlich zu trans-4-
Hydroxy-Zimtsdure und 4-Hydroxy-Acetophenon, wobei 4-Hydroxy-Acetophenon
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akkumuliert und nicht weiter abgebaut wird. Es wird vermutet, dass der Abbau der
Alkylkette, wie auch bei der Regenbogenforelle, mit terminaler Hydroxylierung
beginnt und anschlieBend iiber den B-Oxidationsmechanismus verldauft (VALLINI et
al., 2001; THIBAUT et al., 1998; THIBAUT et al., 1999; VAN GINKEL & KROON,
1993).

Aus Belebtschlamm wurde ein Sphingomonas sp.-Stamm (Sphingomonas TTNP3)
isoliert, welcher auf verzweigtem (technischem-) NP als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle wachsen konnte. Para-NP-Isomere wurden dabei durch diesen Stamm
besser abgebaut als ortho-NP-Isomere (TANGHE et al., 1999). In nachfolgenden
Untersuchungen des Abbaus von 4-(3°,5‘-Dimethyl-3°-heptyl)phenol  durch
Sphingomonas TTNP3 konnte dariiber hinaus 3,5-Dimethyl-3-heptanol als Metabolit
nachgewiesen werden (CORVINI et al., 2004).

Ebenfalls aus Belebtschlamm wurde der erstmalig dokumentierte Bakterienstamm
Sphingomonas cloacae isoliert, welcher in der Lage ist t-NP abzubauen. Auch hier ist
das Auftreten von Metaboliten im Nihrmedium zu beobachten, welche durch
massenspektroskopische Analysen unter Verwendung von Datenbanken als
verzweigte Nonanole beschrieben wurden. Auffillig ist die Anzahl von 22 GC-
“Nonanol-Peaks, da dies nach heutigem Kenntnisstand der Anzahl der nachweisbaren
para-NP-Isomeren des t-NP entspricht (s. 1.7). Der Datenbankvergleich gibt Hinweise
darauf, dass es sich bei diesen Metaboliten um Nonanole mit unveridndertem
Verzweigungsmuster der Alkylkette im Vergleich zum eingesetzten t-NP-
Isomerengemisch handeln kénnte (FUJII et al., 2000, 2001).

1.7 Isomerenspezifische Betrachtung des technischen Nonylphenols

Die bislang beste strukturchemische Analyse des t-NP gelang mittels GC/MS unter
Verwendung einer speziellen Kapillarsdule mit iiber 400.000 Trennstufen (BHATT et
al.,, 1992, WHEELER et al., 1997). Dabei wurde, unter Ausnutzung geringfiigiger
Unterschiede der Siedepunkte (MORRISON & BOYD, 1980), eine Auflosung der
para-Isomere des t-NP in 18 Peaks erreicht. Durch Variation der GC-
Temperaturprogramme und genaue Analyse (selected ion monitoring) coeluierender
Peaks konnten insgesamt 22 para-NP Isomere unterschieden werden.

Die Detektion durch Massenspektroskopie erlaubt allerdings keine eindeutige
Identifizierung der chemischen Struktur. Auch durch den Vergleich mit
Massenspektren aus Datenbanken lassen sich fiir diese Problemstellung keine
eindeutigen Ergebnisse erzielen, da die Massenspektren einiger Peaks nahezu
identische Spektren aufweisen und keine Referenzspektren fiir alle moglichen Isomere
existieren. Erst ein direkter Vergleich mit Referenzsubstanzen lidsst durch
Kombination von Retentionszeit und Massenspektrum relativ sichere Aussagen zu,
wobei eine exakte Strukturangabe nur in Verbindung mit NMR-Spektren moglich ist.
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Immerhin wurden aufgrund des massenspektrometrischen Zerfallmusters einige
Strukturmerkmale der 22 Isomere identifiziert, die sich auf die Verzweigungen der o-
und B-Kohlenstoffatome der Alkylkette beziehen. Die Isomere konnen dabei in fiinf
Gruppen unterteilt werden (Tabelle 1.4).

Tabelle 1.4 Fiinf Isomerengruppen der para-Isomere des t-NP und deren quantitativer Anteil
bezogen auf 22 separierte para-Isomerensignale (WHEELER et al., 1997).

Isomerengruppe Anzahl Relativer Anteil dieser
unterschiedlicher Gruppe an der Gesamtheit
Isomere der para-Isomere”

a-dimethyl 10 48,6 %

a-methyl, a-ethyl, B-primary 4 24,7 %

a-methyl, B-methyl 3 8,9 %

a-methyl 2 6,6 %

a-methyl, a-propyl 3 11,2 %

Summe 22 100 %

* Die Quantifizierung erfolgte iiber GC-FID, da bei isomeren Verbindungen das Verhiltnis von Signal
zur Substanzmenge ndherungsweise als konstant betrachtet werden kann (GROB, 1985).

Das Problem der Strukturaufkldrung der Isomere ist also noch nicht vollstindig gelost,
vor allem fehlt es an Methoden, die einzelnen Isomere in ausreichender Menge aus
dem Gemisch zu isolieren. Ein vielversprechender Ansatz gelang hier durch
wiederholte Fraktionierung des t-NP mittels HPLC. Durch diese HPLC-Technik lieBen
sich ausreichende Mengen sauberer Einzelisomere gewinnen, um NMR-Analysen
durchzufiihren. Allerdings konnten so lediglich sieben Isomere strukturell aufgeklart
werden (KIM et al., 2004).

Beziiglich des Abbaus unterschiedlicher Isomere scheinen nach bisherigen
Erkenntnissen keine Unterschiede zu bestehen, wobei die Analytik meist nicht auf die
Isomerenproblematik hin optimiert wurde (TANGHE et al., 1999; TOPP und
STARETT, 2000; Fujii, 2000). Hingegen werden aufgrund berechneter
Verteilungskoeffizienten unterschiedliche Biokonzentrationsfaktoren fiir einzelne
para-Isomere vorhergesagt (GUNDERSEN, 2001). In Muscheln (Elliptio complanata)
wurde bereits eine von t-NP abweichende Isomerenverteilung nachgewiesen
(BENNET & METCALFE, 2000).
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1.8 Ziele der Arbeit

Zunichst sollte eine chemische Analysemethode fiir NP und Bisphenol A (BPA)
entwickelt werden, um diese Substanzen in wissrigen Systemen gleichzeitig
quantifizieren zu konnen. Weiterhin sollte das adsorptive Verhalten von NP und BPA
an Standardmaterialien, welche im Labor oder in Modellkldranlagen Verwendung
finden, untersucht werden.

Ein weitere Anforderung war die Synthese von radioaktiv —markierten
Nonylphenolisomeren, welche in anschlieBenden Versuchen eingesetzt werden sollten.
Nachfolgend sollte das Verhalten von definierten Nonylphenolisomeren in
Belebtschlamm untersucht werden. Dabei war ein Vergleich des linearen Isomers
4-n-NP mit dem im t-NP vorkommenden, stark verzweigten Isomer 4-(3°,5°-
Dimethyl-3‘-heptyl)phenol vorgesehen. Geplant waren hierbei bilanzierende
Metabolismusexperimente, in denen das Schicksal der jeweiligen '*C-markierten
Nonylphenolisomere in Belebtschlammansitzen untersucht wird. In weiterfithrenden
Versuchen sollte nach Etablierung spezieller Analysemethoden das Abbauverhalten
aller para-Isomere in Belebtschlamm aufgeklért werden.

SchlieBlich ~ sollten  durch  Isolierung und  Strukturuntersuchung eines
Nonylphenolmetaboliten erste Informationen iiber den mikrobiellen Abbauweg des
Nonylphenols gewonnen werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Chemikalien

3,5-Dimethyl-3-heptanol, threo und erythro

ABCR, Karlsruhe

3,6-Dimethyl-3-heptanol

ABCR, Karlsruhe

4-Hydroxyacetophenon

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

4-Methylbrenzcatechin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

4-n-Nonylphenol PESTANAL®

Riedel-deHaén, Seelze

4-Nonylphenol, techn.

FLUKA, Deisenhofen

4-tert-Butylbrenzcatechin

FLUKA, Deisenhofen

5-(Dimethylamino)-naphtalin-1-
sulfonylchlorid (Dansylchlorid)

Merck Eurolab, Darmstadt

Bisphenol A
(2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propan)

PROMOCHEM, Wesel

Szintillationscocktails :

Carbomax® Packard Bioscience, Dreieich

LumaSafe LUMAC LSC, Groningen
(Niederlande)

LumaSafe Plus LUMAC LSC, Groningen
(Niederlande)

Losungsmittel Technische Produkte, 1 x destilliert

Losungsmittel fiir die HPLC:

Methanol ROTH Chemie GmbH, Karlsruhe

Acetonitril ROTISOLV® ROTH Chemie GmbH, Karlsruhe

N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide | FLUKA, Deisenhofen

(MSTFA)

Natronkalk, Kornchen ohne Indikator

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natronkalk, Pldtzchen mit Indikator

Merck Eurolab, Darmstadt

Silikonentschdumer Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Deuterochloroform WILMAD-LABGLASS, Buena
(USA)

Tetramethylsilan WILMAD-LABGLASS, Buena
(USA)

Phenol Merck Eurolab, Darmstadt

Bortrifluorid in Diethylether

Merck Eurolab, Darmstadt
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2.2 Radiochemikalien

["*C(U)]-4-(3*,6‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol
Reinheitsgrad >99%, Spezifische Aktivitit
0,2986 GBg/mmol

synthetisiert nach VINKEN et al.,
2002

["*C(U)]-4-(3*,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol
Reinheitsgrad >98%, Spezifische Aktivitit
0,2986 GBg/mmol

synthetisiert nach VINKEN et al.,
2002

[*C(U)]-4-n-Nonylphenol
Reinheitsgrad >98%; Spezifische Aktivitit
1,0804 GBg/mmol

Hartmann Analytic, Braunschweig

["*C(U)]-Bisphenol A
Reinheitsgrad >99%; Spezifische Aktivitit
1,0804 GBg/mmol

Hartmann Analytic, Braunschweig

[C(U)]-Phenol
Reinheitsgrad >95%; Spezifische Aktivitit
2,701 GBg/mmol

Moravek Biochemicals, Inc., Brea
(USA)

Oxidizer-Standardlésung (SPEC-CHEC™)

Packard, Boblingen

2.3 Nihrmedien

NB-Medium (Standard Nihrbouillon)

25 g/, Merck Eurolab, Darmstadt

MM-Minimalmedium:

K,HPO, 1,6 g/l
KH,PO, 0,4 g/l
KNO; 1 g/
MgSO,H,0 0,2 g/l
CaCl,'H,0 0,1 g/l
NaCl 0,1 g/l
FeClyH,0 0,01 g/l

Spurenelementldsung 1 ml/l
(PFENNIG & LIPPERT, 1966)
Vitaminlosung 0,1 ml/1

(KIRK et al., 1978)
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2.4 Gerite und Apparaturen

Wasserdampfdestillationsapparatur

nach: Sturm

Bleidner-Extraktionsapparatur

nach: Bleidner et al., 1954; DFG, 1989

DC-Auftragsmaschine

LINOMAT 1V, CAMAG, Berlin

Fluoreszenzlampe

254 nm und 366 nm, CAMAG, Berlin

Gefriertrocknungsanlage

CHRIST, ALPHA 1-2, B. Braun Biotech
International, Melsungen

DC-Scanner

Flexible Format Multisample Counter,
Tracemaster 40, BERTHOLD, Wildbad

Liquid Scintillation Counter

LS-5000.TD, BECKMAN, Miinchen

Verbrennungsautomat

Biological Oxidizer OX 500, R. J.
Harvey Instrument Corporation/Zinsser

HPLC System 1:
Pumpensystem

HPLC-Séule

UV-VIS-Detektor

Radiodetektor
Software

System Gold Programmable Solvent
Module 126, BECKMAN

CC 250/4 NUCLEOSIL 100-5 C18 HD,
Macherey&Nagel, Diiren

System Gold Diode Array Detector 168
Module (Durchflusszelle 11 ul, 10 mm),
BECKMAN

171 Radioisotope Detector, BECKMAN
Gold Chromatography Data System,
Vers.1.6, BECKMAN

HPLC System 2:

Pumpensystem System Gold Programmable Solvent
Module 126, BECKMAN

HPLC-Séule ET 250/4 Nucleosil 100-5 C;g-Séule,
Macherey&Nagel, Diiren

Fluoreszenzdetektor Shimadzu RF-551 Spectrofluorometric
Detector, Duisburg

GC System 1:

Gaschromatograph und Detektor

GC-Kapillarsiule

Software

6890 Series Hewlett Packard GC System
FID

Rfx-1 PONA, F.S.-Kapillare

(ID = 0,25 mm; 100 m; 0,50 um dF),
RESTEK

Hewlett Packard GC ChemStation
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GC System 2:
Gaschromatograph 5890 Series II Hewlett Packard Gas

GC-Kapillarsdule

Detektor

Software

Chromatograph

FS-SE-54-0.5 ID =0,25 mm ; 25 m ;
0,46 um dF), CS Chromatographie
Service, Langerwehe

5971A Hewlett Packard Mass Selective
Detector

Hewlett Packard ChemStation B.02.05

Fluoreszenzphotometer

Jasco FP-750 Spectrofluorometer,
A016960557

Photometer

Spectrophotometer DU® 640,
BECKMAN

2.5 Methoden

2.5.1 Behandlung und Charakterisierung des Belebtschlammes

2.5.1.1 Probenentnahme des Belebtschlammes

In unmittelbarer Nihe der Beliiftungsanlagen eines Belebungsbeckens der Kldranlage

Soers (Aachen) wurde jeweils 11 Belebtschlamm entnommen. Die starke Beliiftung

des Belebungsbeckens gewdhrleistete dabei die Homogenitdt der Proben. Der

Belebtschlamm wurde rasch in den Versuchen eingesetzt, so dass zwischen Entnahme

aus dem Belebungsbecken und Versuchsbeginn nicht mehr als 30-60 min lagen.

Aufgrund der relativ kurzen Transportzeiten wurde auf eine zusitzliche Stabilisierung

verzichtet.

2.5.1.2 Lyophilisierung von Belebtschlamm

100 ml Belebtschlamm wurden in einen 1 1-Rundkolben gegeben und in einem Bad

aus fliissigem Stickstoff abgekiihlt, bis sich ein fester Eisklumpen bildete. Der Kolben
wurde anschliefend fiir 24 h lyophilisiert (-25°C und 0,5 mbar).
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2.5.1.3 Sterilisation von Belebtschlamm

100-200 ml Belebtschlamm wurden in einem 1 1-Glasbehilter bei 120°C fiir 20 min
autoklaviert. Nach Abkiihlung des Belebtschlammes auf RT wurde dieser iiber Nacht
stehen gelassen, um lebensfihige Keime auskeimen zu lassen. Der gesamte Vorgang
wurde wiederholt, und der Behilter nach dem Abkiihlen auf RT festverschlossen im
Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

2.5.2 Extraktionen

2.5.2.1 Wasserdampfdestillation von wissrigen Losungen

250 ml Versuchslosung wurden in einen 500 ml-Rundkolben gegeben. Bei
radioaktiven '*C-NP-Proben wurden direkt 2 x 1 ml der Versuchslosung im LSC
vermessen. Der Kolben wurde unter die Wasserdampfdestillationsapparatur (nach
Sturm) gehingt, 10 ml Wasser und ca. 5 ml Cyclohexan wurden in die Apparatur
gegeben, bis der Uberlauf vollstindig mit Wasser gefiillt war, anschlieBend wurde die
Extraktion gestartet. Nach 5h wurde die Extraktion beendet und der
Kondensationsraum mit Wasser und Cyclohexan nachgespiilt. Uber den Ablauf
wurden beide Phasen in einen 20 ml-Messzylinder iiberfiihrt und die Apparatur wurde
erneut mit Wasser und Cyclohexan gespiilt. Die Spiillosungen wurden ebenfalls in den
Messzylinder gegeben, die wissrige Phase wurde verworfen. SchlieBlich wurde das
Volumen der organischen Phase bestimmt und der Extrakt fiir die weiteren Analysen
aufgearbeitet.

2.5.2.2 Wasserdampfdestillation von Belebtschlammproben

50 ml Belebtschlamm, 200 ml Wasser und 1 Tropfen Silikonentschdumer wurden in
einen 500 ml-Rundkolben gegeben, mit Trichloressigsdure wurde ein pH von 1-2
eingestellt (Indikatorpapier). Die weitere Durchfithrung der Extraktion entsprach
derjenigen wissriger Proben (s. 2.5.2.1).

2.5.2.3 Soxhletextraktion

In einen 100 ml-Rundkolben wurden 80 ml Methanol vorgelegt und unter eine 30 ml-
Soxhlet-Extraktionsapparatur gehédngt. Die Feststoffprobe wurde im Morser zu einem
feinen Pulver zerrieben und quantitativ in eine Soxhlethiilse gegeben. Die Extraktion
wurde solange laufen gelassen, bis das Losungsmittel im Extraktionsraum vollstindig
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farblos war, mindestens aber 4 h. Nach Abbruch der Extraktion wurde das in der
Soxhletapparatur verbliebene Losungsmittel in den Kolben gegeben. Der Extrakt
wurde auf ein definiertes Volumen eingeengt und fiir nachfolgende Analysen
aufgearbeitet.

2.5.2.4 Bleidner-Dampfphasenextraktion

Es wurden folgende wissrige Losungen angesetzt:

1) 200 ml wissrige ['*C(U)]-4-n-NP-Standardldsung (1000 dpm/ml)

2) 200 ml wéssrige [14C(U)]—4—n—NP—Standardldsung (1000 dpm/ml) + 20 g NaCl

+ Einstellung des pH-Wertes auf 1-2 mittels verd. HCI

3) ["*C(U)]-BPA-Standardlésung (1000 dpm/ml)
Jeweils eine dieser Losungen und 200 ml Isooktan wurden in einen 500 ml-
Rundkolben gegeben. Der Kolben mit der wissrigen Losung wurde am tieferen Arm,
der Kolben mit Isooktan am hoheren Arm der Bleidnerapparatur befestigt, welche
zusitzlich mit einem Intensivkiihler versehen wurde. Die beiden Phasen wurden
gleichzeitig zum Sieden gebracht. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde die Extraktion
unterbrochen, aus beiden Kolben je ein 1 ml-Aliquot entnommen und im LSC
vermessen. Nach 5h wurde die Extraktion beendet, Kihler und
Dampfphasenmischraum wurden mit Isooktan und Wasser gespiilt, und erneut wurde
von jeder Phase 1 ml-Aliquot im LSC vermessen.

2.5.2.5 Fliissig-fliissig-Extraktion

Zur Untersuchung von fliissig-fliissig-Extraktionen von NP aus wissriger Losung
wurden drei unterschiedliche wiissrige Losungen von ['*C(U)]-4-n-NP angesetzt:

1) 30 ml Wasser + ["“C(U)]-4-n-NP (30.000 dpm)

2) 30 ml Wasser + ['*C(U)]-4-n-NP (30.000 dpm) + 3 g NaCl

3) 30 ml Wasser + [14C(U)]—4—n—NP (30.000 dpm) + Einstellung des pH-Wertes

auf 1 mittels verd. HCI1

Nach Uberfithren der Losungen in einen 100 ml-Scheidetrichter wurde 1 ml
entnommen und im LSC vermessen. Anschlieend wurden je 30 ml Petrolether in die
Scheidetrichter gegeben und diese zwei Minuten intensiv geschiittelt. Nach der
Phasentrennung wurde das Wasser vollstindig abgelassen. Der verbleibende
Petrolether wurde separat aufgefangen und von beiden Phasen je 1 ml im LSC
vermessen. In demselben Scheidetrichter wurde die Wasserphase erneut zweimal
dieser Prozedur unterzogen.
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2.5.3 Untersuchungen des Verhaltens wdssriger NP-Losungen

2.5.3.1 Adsorptionsuntersuchungen

25¢g VITON®, Teflon®oder Silikon-Kautschuk bzw. 0,5 g PVDF wurden in gleich
grofle Teile zerschnitten und in 250 ml-Schott-Duran-Glas-Flaschen gegeben. Die
Stahlplittchen (ca. 10 g, 2cmx2cm x 1 mm) wurden direkt in den Versuchen
eingesetzt, bei Adsorptionsuntersuchungen an Glas wurde kein zusitzliches Glas in
die Versuchsflasche gegeben. Von der Versuchslosung wurde unmittelbar vor der
Zugabe von 75 ml wissriger [14C(U)]—4—n—NP, bzw. [14C(U)]—BPA—L6sung jeweils
1 ml im LSC vermessen. Bei Verwendung von BPA wurde eine Konzentration von
3,8 ng/ml, bei NP wurden Konzentrationen zwischen 3,4 ng/ml - 3,4 mg/ml sowie eine
tibersittigte Losung eingesetzt. Alle Versuchslosungen enthielten vergleichbare
Mengen an '*C-markierter Substanz von ca. 1000 dpm/ml; die erforderlichen NP-
Endkonzentrationen wurden mit nicht radioaktiv markiertem 4-n-NP bzw. BPA
eingestellt. Die Versuchsansidtze wurden in der Regel sieben Tage auf einem Schiittler
(60 upm/min) im Dunkeln inkubiert, wobei ein 1 ml-Aliquot der Versuchslosung nach
2h, 1d und 7d im LSC vermessen wurde. Bei einigen Versuchsanordnungen wurde das
Material nachfolgend extrahiert (s. 2.5.3.2).

2.5.3.2 Extraktion von 4-n-NP aus den Materialien der Adsorptionsuntersuchungen

Nach der letzten Probenentnahme (s.2.5.3.1) der wissrigen Losung wurde die
Inkubation beendet, und die Materialien wurden mit Hilfe eines Faltenfilters von der
wissrigen Losung getrennt und abtropfen gelassen. AnschlieBend wurde das Material
in einem Erlenmeyerkolben mit 25 ml Petrolether 16 h auf einem Rotationsschiittler
(120 upm) extrahiert. Im Abstand von 2-3 h wurde 1 ml des Extraktionsmittels im
LSC vermessen.

2.5.3.3 Gasphasenuntersuchungen

500 ml-Erlenmeyerkolben wurden mit 100 ml wissriger ['*C(U)]-4-n-NP-Losung
(8,5 ug/l, 2500 dpm/ml) gefiillt. Verschlossen wurden die Erlenmeyerkolben mit
zellstoffumwickelten  Polyturethanstopfen, welche zusdtzlich von oben mit
Aluminiumfolie bedeckt wurden. Diese Ansidtze wurden drei Tage auf einem
Rotationsschiittler (60 upm) bei 28°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurde 1 ml der wissrigen Losung im LSC vermessen. Die Glasflaschen wurden mit
ca. 30 ml Petrolether gespiilt, wovon 1 ml im LSC ausgemessen wurde. Die
Polyurethanstopfen wurden in Wiirfel von ca. 1 cm Kantenldnge zerschnitten, in einen
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500 ml-Erlenmeyerkolben gegeben und mit 100 ml Petrolether auf dem
Rotationsschiittler 16 h extrahiert. AbschlieBend wurde die Radioaktivitéit in 1 ml der
Extraktionslosung quantifiziert.

2.5.4 Chromatographische Methoden

2.5.4.1 Diinnschichtchromatographie

Die Probenlosungen (10-500 ul) wurden mit Hilfe eines DC-Probenautomaten
aufgetragen. Bei analytischen DC wurden 1 cm breite Banden auf DC-Platten (SIL
G-25 UV;ys4, 0,25 mm Kieselgelschicht) aufgetragen. Im Falle prédparativer DC (SIL
G-25 UVys4, 1 mm Kieselgelschicht) und stark radioaktiver Substanzen wurde zum
Auftragen eine Pasteurpipette mit ausgezogener Spitze verwendet, und die Probe
tropfenweise auf eine ca. 17 cm breite Bande verteilt. Nicht radioaktive Proben
wurden unter einer UV-Lampe (254 nm oder 366 nm) analysiert, radioaktive Proben
mit Hilfe eines Radio-DC-Scanners ausgewertet.

2.5.4.2 Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Als Eluenten fiir die HPLC wurden ausschlieflich hochreine Losungsmittel
verwendet, welche vor der Verwendung filtriert (0,2 pm) und entgast wurden. Die
Proben wurden vor der Analyse mittels Spritzenvorsatzfilter filtriert (45 um).

Elutionsprogramm I (UV- und Radiodetektion):

Es wurde das HPLC-System I verwendet (s.2.4). Die mobile Phase bestand aus
Methanol (Eluent A) und Wasser (Eluent B), welche gemifl eines definierten
Gradientenprogramms bei einem konstanten Fluss von 1 ml/min gemischt wurden:
A : B (35:65, v/v) fiir 5 min, linearer Gradient von A : B (35:65, v/v) auf A : B (100:0,
v/v) in 30 min, A : B (100: 0, v/v) fiir 5 min, linearer Gradient auf das Startverhiltnis
von A : B (35:65, v/v) in 5 min, A : B (35:65, v/v) fiir 5 min. Die Proben wurden in
Methanol gelost. Die Chromatographie wurde bei einer Sidulentemperatur von 20°C
durchgefiihrt, das Probenvolumen betrug bei allen Messungen 100 pl. Die Detektion
erfolgte mittels eines Radioisotopendetektors und eines Dioden-Array-Detektors.

Elutionsprogramm II (Fluoreszenzdetektion):

Es wurde das HPLC-System II verwendet (s.2.4). Die mobile Phase bestand aus
Wasser (Eluent A) und Acetonitril (Eluent B), welche gemill eines definierten



2. Material und Methoden Seite 27

Gradientenprogramms bei einem konstanten Fluss von 1 ml/min gemischt wurden:
A : B (50:50, v/v) fiir 5 min, linearer Gradient von A : B (50:50, v/v) auf A : B (0:100,
v/v) in 15 min, A : B (0:100, v/v) fiir 10 min, linearer Gradient auf das Startverhaltnis
von A : B (50:50, v/v) in 5 min, A : B (50:50, v/v) fiir 5 min. Die Proben wurden in
Acetonitril gelost. Die Chromatographie wurde bei RT durchgefiihrt, das
Probenvolumen betrug bei allen Messungen 100 pl. Detektiert wurde unter folgenden
Fluoreszenzbedingungen: Aex=354 nm und Ae,=545 nm.

2.5.4.3 Gaschromatographie

Die gaschromatographischen Analysen wurden auf zwei verschiedenen Systemen
durchgefiihrt (s. 2.4). Ein direkter Vergleich der Auftrennung von t-NP auf beiden
Systemen ist in Abbildung 3.23 gegeben.

Messbedingungen I (GC/FID):

Es wurde das GC-System I verwendet (s.2.4). Von den zu untersuchenden Proben
wurde ein Volumen von 1 ul im Splitmodus (50:1) injiziert. Als Trigergas wurde
Stickstoff verwendet, die Temperatur des Injektors und Detektors betrug 285°C. Es
wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: von 100°C auf 200°C (5°C/min),
isothermisch bei 200°C fiir 55 min, von 200°C auf 280°C (20°C/min), bei 280°C fiir
5 min.

Messbedingungen II (GC/MS):

Es wurde das GC-System II verwendet (s. 2.4). Von den zu untersuchenden Proben
wurde ein Volumen von 1 pl im Splitlessmodus injiziert. Als Trigergas wurde Helium
verwendet, die Temperatur des Injektors betrug 250°C, und die des Transferheaters
betrug 280°C. Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: 50°C fiir 5 min,
von 50°C auf 280°C (10°C/min), 280°C fiir 5 min.

2.5.5 Spektroskopie

2.5.5.1 NMR- und IR-Spektroskopie

Die Aufnahmen von NMR- und IR-Spektren wurden vom Institut fiir organische
Chemie der RWTH-Aachen durchgefiihrt. Fiir die Aufnahme der IR-Spektren wurden
2-3 mg der Reinsubstanz eingesetzt. Die Aufnahme von NMR-Spektren erfolgte mit
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50-80 mg Reinsubstanz in Wilmad 507pp NMR-Rohrchen. Die NMR-Proben wurden
in CDCl; gel6st und mit TMS versetzt.

2.5.5.2 UV-Vis-Spektroskopie

Die Aufnahme der UV-Vis-Spektren erfolgte einerseits ohne spezielle Vorbereitung
iiber die Messzelle des HPLC-UV-Detektors (s. 2.5.4.2), andererseits mit einem UV-
VIS-Einstrahlphotometer (Spectrophotometer DU® 640, BECKMAN). Im Falle des
zweiten Messverfahrens wurden die Proben in 600 ul Methanol gelost (ca. 15 pg/ml)
und in 0,5 ml-Quarzkiivetten vermessen (Wellenldngenbereich von 200-600 nm).

2.5.5.3 Aufnahme von Anregungs- und Fluoreszenzspektren

Von der zu analysierenden Substanz (BPA oder t-NP) wurde in Acetonitril eine
I mg/ml-Stammlosung angefertigt. Ausgehend davon wurden Verdiinnungen mit
Konzentrationen von 5 pg/ml, 1 ug/ml, 0,5 ug/ml, 0,1 pg/ml hergestellt. Gemessen
wurden Anregungsspektren im Wellenldngenbereich von 250-780 nm mit festgelegten
Emissionswellenldngen zwischen 200-400 nm bzw. Fluoreszenzspektren im
Wellenldangenbereich von 380-780 nm mit Anregungswellenldngen zwischen 400-
600 nm (Bandbreite des Anregungs- und Emissionsmonochromators 5 nm) bei einer
Scangeschwindigkeit von 250 nm/min (Spectrofluorometer Jasco FP-750).

2.5.6 Radioanalytische Methoden

2.5.6.1 Fliissigkeitsszintillationsdetektion

Ein definiertes Volumen der zu messenden Losung wurde in ein LSC-Vial gegeben
und mit einem geeigneten Szintillationscocktail aufgefiillt:

LumaSafe Standardcocktail.

LumaSafe Plus Bei Losungen mit hohem Salzgehalt oder hohem pH-Wert.

®

Gasformiges "“CO, wurde mittels Carbomax® absorbiert und nach mindestens

einstiindiger Lagerung im Dunkeln im LSC vermessen.
2.5.6.2 '“C-Bestimmung in Feststoffproben

Die Proben wurden fiir die Verbrennung im Oxidizer in geeignete Aliquote zerlegt.
Jedes Aliquot wurde in einem festverschlossenen LSC-Vial bei 4°C bis zur weiteren
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Analyse gelagert. Vor jeder Messreihe wurde eine Eichung des Gerites (Bestimmung
eines Korrekturfaktors) bzw. eine Uberpriifung der Dichtigkeit vorgenommen.

Die Verbrennung wurde wunter folgenden Bedingungen  durchgefiihrt:
Eingangstemperatur 900°C, Katalysatortemperatur 680°C, N,- und O;-Fluss
350 ml/min, Verbrennungsdauer 4 min. Entstandene Verbrennungsgase wurden durch
den CO»-absorbierenden Szintillationscocktail Carbomax® geleitet.

2.5.6.3 14C02—Bestimmung

In Abbauversuchen entstehendes '“CO, wurde in geeigneten Versuchsanordnungen
quantitativ durch Natronkalk (Pldtzchen mit Indikator) absorbiert. Nach Beendigung
des Versuches wurde der nun radioaktive Natronkalk in einen 250 ml-Rundkolben
gegeben. Der Rundkolben wurde unter einen 250 ml-Tropftrichter mit Gasausgleich
gehingt, welcher mit einem zusétzlichen Gasanschluss versehen war. Unter die
Apparatur wurde ein Riihrer gestellt, der Tropftrichter mit ca. 150 ml 25%iger
Salzsdure befiillt und die Apparatur wihrend der gesamten Versuchsdauer von oben
mit einem leichten Stickstoffstrom versehen. Uber den zusitzlichen Gasanschluss
wurde der Stickstoff nachfolgend durch eine Wendelapparatur geleitet, so dass
entstethendes CO, in die Wendelapparatur gespiilt wurde. Drei Kammern der
Wendelapparatur wurden mit Carbomax® befiillt.

Durch die Salzsdure wurde das im Natronkalk gebundene CO, freigesetzt und im
Carbomax® der Wendelapparatur gebunden. Bei zu starker Wirmeentwicklung wurde
der Kolben mit Eiswasser gekiihlt. Die Reaktion war abgeschlossen, wenn sich der
Natronkalk vollstindig aufgeldst hatte und die Losung durch den Indikator eine orange
Farbung annahm. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Luftraum ca. 5 min mit
Stickstoff gespiilt. Die nun radioaktiven Carbomax®-Losungen jeweils einer Kammer
der Wendelapparatur wurden in ein LSC-Vial laufen gelassen und vermessen.

2.5.7 Chemische Synthesen

2.5.7.1 Analytische Derivatisierung von Phenolen mit Dansylchlorid

Ca. 5 mg des jeweiligen Phenols wurden mit Aceton auf eine Konzentration von
1 mg/ml eingestellt. Diese Stammlosung wurde verdiinnt, bis acetonische Ldsungen
mit Konzentrationen zwischen 1 ng/ml-1 mg/ml erhalten wurden. 2ml der
Verdiinnungen wurden in Reagenzglidser mit Schliff tiberfiihrt, anschlieBend jeweils 5
Tropfen einer 0,5M wissrigen NayCO;-Losung und 20 mg Dansylchlorid
hinzugegeben. Dansylchlorid musste dabei mindestens im zehnfachen Uberschuss
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bezogen auf die Gesamtmenge der Phenole hinzugegeben werden. Die Reagenzgliser
wurden fest verschlossen 16 h im Dunkeln bei RT gelagert, bis die Reaktion
abgeschlossen war.

Das Aceton wurde unter einem leichten Stickstoffstrom vollstindig abgeblasen.
Zuriick blieb u.a. eine kleine Menge Wasser, welche nicht eingedampft werden
musste. Es wurden etwa 1,5 ml Toluol hinzugegeben, so dass sich aufgrund der
Wasserreste zwei Phasen ausbildeten; die oben befindliche Toluolphase wurde
abgehoben und in einen 25 ml-Spitzkolben gegeben. AnschlieBend wurde das Toluol
am Rotationsverdampfer entfernt. Zuriick blieb ein gelbliches Ol, welches in 2 ml
Acetonitril gelost wurde. Fiir die HPLC-Analyse wurde diese Losung filtriert
(0,45 um).

2.5.7.2 Priparative Derivatisierung von Phenolen mit Dansylchlorid

100 mg des Phenols wurden in einem Spitzkolben vorgelegt und in 5 ml Aceton
gelost. Nach der Zugabe von 1 g Dansylchlorid und 100 pl einer wissrigen 0,5 M
Na,COs-Losung wurde die Reaktion 16 h im Dunkeln bei RT laufen gelassen.
Anschlieend wurde das Aceton abgeblasen, 40 ml Toluol zugegeben und kriftig
geschiittelt. Die organische Phase wurde abgehoben und am Rotationsverdampfer
eingedampft.

Der Riickstand wurde in 1 ml Acetonitril aufgenommen, iiber eine priparative DC
(Toluol:Methanol 1:1, v/v) aufgetrennt, und das entstandene Dansylderivat unter UV-
Licht (366 nm) analysiert. Das Reaktionsprodukt wurde separiert und mit 30 ml
Chloroform vom Kieselgel eluiert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt, so dass das Dansylderivat als gelbes Ol zuriickblieb.

2.5.7.3 Derivatisierung von Belebtschlammextrakten mit Dansylchlorid

100 ml Belebtschlamm wurden zunéchst lyophilisiert, und anschlieend jeweils 10 ul
einer BPA- und 10 ul einer 4-n-NP-Stamml6sung (1 mg/ml, in Methanol) auf den
trockenen Belebtschlamm getropft. Parallel wurden Ansdtze ohne Dotierung
ausgefiihrt. Nach Verfliichtigung des Losungsmittels wurde der Belebtschlamm einer
Soxhlet-Extraktion mit Hexan als Losungsmittel unterzogen (s. 2.5.2.3). Das Hexan
aus der Soxhlet-Extraktion wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockene
eingedampft, und der Riickstand in 2 ml Aceton aufgenommen. Nachfolgend wurde
die Derivatisierung dieser Losung mit Dansylchlorid wie beschrieben durchgefiihrt
(s. 2.5.7.1).



2. Material und Methoden Seite 31

2.5.7.4 Derivatisierungsreaktion mit MSTFA

Vorhandenes Losungsmittel wurde unter einem schwachen Stickstoffstrom
abgeblasen. Der Riickstand wurde in einem 1 ml-GC-Vial mit 100 ul MSTFA
tiberschichtet, das Vial verschlossen, und anschlieBend fiir 30 min bei 60°C im
Trockenschrank erhitzt. Nach Abschluss der Reaktion wurde die Reaktionsmischung
in den GC (Messbedingungen II) injiziert.

2.5.7.5 Darstellung von ['*C(U)]-4-(3¢,6‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol

Die Reaktion wurde nach Vinken et al. (2002) durchgefiihrt. In einer trockenen
Apparatur, bestehend aus einem 25 ml-Zweihalsrundkolben mit aufgesetztem
Riickflusskiihler und Trockenrohr (KOH), wurden 350 ul einer ['*C(U)]-Phenollésung
(92,6 MBg/ml in Petrolether = 32,4 MBq, spezifische Aktivitit 2,7 GBg/mmol),
270 ul einer Losung von nicht-markiertem Phenol (33 mg/ml in Petrolether,
wasserfrei) und 300 ul einer 3,6-Dimethyl-3-heptanol-Losung (50 mg/ml in
Petrolether, wasserfrei) vorgelegt. AnschlieBend wurden 60 ul einer BF;-Ether-
Komplex-Losung zugegeben und die Wandungen des Rundkolbens zweimal mit ca.
0,3 ml Petrolether (wasserfrei) abgespiilt. Der Reaktionsansatz wurde unter leichtem
Rithren 50 min auf 50°C erwirmt, danach die Reaktion durch Zugabe von 3 ml
Wasser unter starkem Riihren beendet und der Kiihler mit ca. 2 ml Petrolether gespiilt.
Die organische Phase wurde 10x mit Wasser im Reaktionskolben gewaschen, das
Wasser abgenommen und verworfen. Die verbleibende organische Phase wurde iiber
Na,SOy getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer auf ca. 1-2 ml eingeengt.

Die chromatographische Auftrennung des Rohprodukts wurde mittels einer
praparativen DC (Toluol : Methanol 9:1, v/v) durchgefiihrt. Alle entstandenen
radioaktiven Reaktionsprodukte wurden mit jeweils 45 ml Methanol eluiert und die
Extrakte am Rotationsverdampfer auf ca. 2 ml eingeengt. Je ein Aliquot wurde 1:1000
verdiinnt und der Reinigungserfolg iiber Radio-DC und Radio-HPLC kontrolliert.

Im Falle der schwach heiBen (ca. 2 x 10° dpm) und der kalten Kontrollsynthesen wird
das [14C(U)]—Phen01 teilweise oder ganz durch nicht markiertes Phenol ersetzt.

2.5.8 Abbauuntersuchungen von NP-Isomeren in Belebtschlamm

2.5.8.1 Versuchsaufbau

Die Apparatur wurde wie in Abbildung 2.1 dargestellt aufgebaut. Die einzelnen
Schichten im Glasrohr wurden dabei so gepackt, dass ein guter Luftaustausch
gewihrleistet war. In die 500 ml-Glasflasche wurden 100 ml frisch entnommener



Seite 32 2. Material und Methoden

Belebtschlamm gefiillt und unter stindigem Schwenken 50 ul einer Stammlsung
eines NP-Isomers (1 mg/ml, in Methanol = 50 ug) tropfenweise hinzugegeben.
AnschlieBend wurden 40 ul der Stammldsung (4 x 10" dpm/ml, in Methanol =
1,6 x 10°dpm = 19,4 ug) eines entsprechenden radioaktiv markierten NP-Isomers
gleichermallen hinzugegeben. Es wurden bei jeder Versuchsreihe zweimal 40 ul der
radioaktiven Stammldsung in ein LSC-Vial gegeben und vermessen (100%-Wert).
Parallel wurden Ansétze mit sterilisiertem Belebtschlamm hergestellt (s. 2.5.1.3).

Die Ansitze wurden auf einem Rotationsschiittler (60 upm) bei 28°C im Dunkeln
inkubiert. Jeweils ein Ansatz wurde nach 30 min (0d), 1d, 3d, 7d und 28 d, die
Ansitze mit sterilisiertem Belebtschlamm wurden ebenfalls nach 28 d, aufgearbeitet.

Natrorkalk
(ca. 3,5 cm) e Gloswolle
eonbang 2 [calom)
eflonband+
Pararfilm [:
e poreffirierte
Schradoverschiuss | Gloswelle
mit Teflondichtung [calem)
£00 ml Schoft-Duran
«— Belebtschlamm
(100 mi)

Abbildung 2.1 Versuchsaufbau der Abbauexperimente definierter NP-Isomere mit
Belebtschlamm

Fiir die Aufarbeitung wurde der Belebtschlamm in einen 500 ml-Rundkolben gegossen
und die Glasflasche mehrmals mit insgesamt 150 ml Wasser durchgespiilt; das
Spiilwasser wurde ebenfalls in den Rundkolben gegeben. Die Belebtschlammfraktion
wurde einer Wasserdampfdestillation unterzogen (s. 2.5.2.2) und nachfolgend weiter
aufgearbeitet (s. 2.5.8.2).

Die Flasche wurde anschlieBend mit etwa 10 ml Aceton nachgespiilt und 2 x 1 ml
davon im LSC vermessen. Beide Natronkalkschichten wurden in einen 100 ml-
Rundkolben iiberfithrt und wie beschrieben analysiert (s.2.5.6.3). Bei einigen
Aufarbeitungen wurden die beiden Natronkalkschichten getrennt voneinander
untersucht.

Die paraffinierte Glaswolle wurde in ein Becherglas mit ca. 15 ml Hexan gegeben und
mit einem Glasstab verrieben, bis sich das Paraffindl vollstindig aufgelost hat.
2 x 1 ml dieser Losung wurden im LSC vermessen.
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Von allen entstehenden Fraktionen wurde, wenn moglich, eine DC-Analyse
durchgefithrt. Die  Extrakte gleicher  Fraktionen und unterschiedlicher
Aufarbeitungszeitpunkte sowie ein Standard des jeweils eingesetzten Isomers wurden
cochromatographiert. Es wurden bei jeder Bande ca. 6000 dpm aufgetragen.

2.5.8.2 Aufarbeitung des Belebtschlammes nach der Wasserdampfdestillation

Nach der Abtrennung des NP durch die Wasserdampfdestillationsextraktion wurde der
Belebtschlamm filtriert, das Filtrat und der Filterkuchen wurden anschlieBend
weiteraufgearbeitet (s. 2.5.8.3 u. 2.5.8.4). Von der wissrigen Phase wurden 2 x 1 ml
im LSC vermessen.

2.5.8.3 Analyse des Filtrats

Das Filtrat (s.2.5.8.2) wurde dreimal mit 50 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die
Ethylacetatphasen wurden abgehoben, vereinigt und am Rotationsverdampfer auf
ca. 3 ml eingeengt. Nachdem der Extrakt auf 5 ml aufgefiillt wurde, wurden 50 ul
davon im LSC vermessen. Von der extrahierten Wasserphase wurde die Radioaktivitét
in 1 ml mit Hilfe des LSC bestimmt.
Die DC-Analyse der Ethylacetatextrakte erfolgte durch zwei aufeinanderfolgende
Liufe:

1. Diethylether : Hexan : Essigsdaure 50 : 50 :1 vIviv

2. Diethylether : Hexan : Essigsaure 80 :20:1 vIviv
Von der verbleibenden Wasserphase wurde zunidchst das gesamte Wasser am
Rotationsverdampfer eingedampft. Letzte Wasserreste wurden durch dreimalige
Zugabe von 2-3 ml Methanol und nachfolgendes Eindampfen des Losungsmittels
entfernt. Anschlieend wurde der Riickstand mit 3 ml Methanol aufgenommen, wobei
Feststoffe verblieben. Das Losungsmittel mit den Feststoffen wurde quantitativ in
einen 5 ml-Messkolben {iberfiihrt und mit Methanol auf 5 ml aufgefiillt. Vom
Uberstand wurde die Radioaktivitit bestimmt und mittels Radio-DC analysiert
(Methanol : Ethylacetat : Essigsdure 50 : 50 : 1 v/v/v).

2.5.8.4 Analyse des Feststoffes

Der getrocknete Feststoff (Filterkuchen, s.2.5.8.2) wurde in eine Soxhlethiilse
gegeben, wie beschrieben extrahiert (s.2.5.2.3) und die entstehende methanolische
Losung am Rotationsverdampfer auf ca. 2-3 ml reduziert. Der Extrakt wurde auf ein
Gesamtvolumen von 5 ml eingestellt, nachfolgend seine Radioaktivitit in 50 ul
bestimmt.
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Wihrend der Aufkonzentration im Rotationsverdampfer fiel bei einigen Ansitzen ein
Feststoff aus, welcher auch bei nachfolgender Verdiinnung nicht mehr in Losung
gebracht werden konnte. Zur Bestimmung der Radioaktivitdt wurden in diesen Fillen
50 ul des Uberstandes vermessen, welcher sich im Messzylinder nach Absetzen des
Feststoffes bildete.
Die DC-Analyse dieser Extrakte (s. 2.5.4.1) erfolgte durch zwei aufeinanderfolgende
Liufe:

1. Diethylether : Hexan : Essigsdaure 50 :50 :1 \7A%A%

2. Diethylether : Hexan : Essigsaure 80 :20:1 \7A%A%
Der extrahierte Feststoff wurde an der Luft trocknen gelassen und sein '*C-Gehalt
durch Verbrennung im Oxidizer quantitativ bestimmt (s. 2.5.6.2).

2.5.8.5 Abbauuntersuchung von t-NP in Belebtschlamm

Acht Ansitze mit je 50 ml Belebtschlamm wurden in 250 ml-Erlenmeyerkolben mit
Schraubverschluss gegeben und mit Alufolie so verschlossen, dass eine gute
Luftzufuhr gewihrleistet war. Von einer ethanolischen 5 mg/ml t-NP-Stamml&sung
wurden 100 ul appliziert, so dass in jedem Ansatz 500 pug t-NP enthalten waren. Zur
Kontrolle wurden vier Ansdtze mit 1 ml einer 50 g/l NaN;-Stammlosung sterilisiert.
Die Ansitze wurden auf einem Rotationsschiittler (90 upm) bei 28°C inkubiert. Nach
O h, 24 h, 48 h und 96 h wurde je ein steriler und ein unsteriler Ansatz komplett einer
Wasserdampfdestillation unterzogen (s.2.5.2.2) und der Extrakt iiber GC/FID
analysiert (Messbedingungen I).

2.5.8.6 Aufreinigung eines NP-Metaboliten aus Belebtschlamm

750 ml Belebtschlamm wurden in einem 5 I-Glasgefal mit Schraubverschluss
vorgelegt und 50pul einer ["*C(U)]-4-(3¢,5‘-Dimethyl-3*-heptyl)phenol-Losung
(4,06 x 10° dpm/ul) sowie 393 ul einer 4-(3°,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol-Losung
(5 mg/ml) hinzugefiigt (insgesamt applizierte Menge: 2,215 mg). Ein mit Natronkalk
gefiilltes Glasrohr mit Schraubverschluss und Teflondichtung wurde auf die Flasche
geschraubt. Der Ansatz wird 24 h bei 28°C auf einem Rotationsschiittler (30 upm)
inkubiert.

Der Belebtschlamm wurde filtriert und das Filtrat fiinfmal mit ca. 75 ml Ethylacetat
ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde abgehoben, iiber Na,SO, getrocknet und
anschliefend filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wurde am Rotationsverdampfer
auf ca. 1 ml eingeengt und das Filtrat nachfolgend iiber praparative DC durch drei
aufeinander folgende Laufe (Hexan:Ether:Essigsdure: 50:50:1) chromatographiert.
Der Bereich des separierten Hauptpeaks (nach drei DC-Léaufen R¢ 0,61-0,75) wurde
abgekratzt und das Kieselgel zweimal in 15 ml Methanol eluiert. Das Losungsmittel
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wurde abgehoben, filtriert und die vereinigten organischen Phasen wurden am
Rotationsverdampfer auf ca. 1 ml eingeengt. Dieser so gereinigte Extrakt wurde ein
zweites Mal wie beschrieben mittels priaparativer DC aufgereinigt.

Der Extrakt (ca. 1 ml) wurde durch einen Spritzenvorsatzfilter (0,45 um) filtriert und
der Filter mit ca. 0,5 ml Methanol nachgespiilt. Das Filtrat wurde unter einem
schwachen Stickstoffstrom bis auf ca. 0,5 ml eingeengt. In Portionen von 100 pl
wurde der Extrakt in die HPLC (Elutionsprogramm I) injiziert. Das Eluat des
Hauptpeaks wurde anschlieBend innerhalb eines Zeitfensters von ca.3 min
aufgefangen und am Rotationsverdampfer bis auf ca. 1 ml eingeengt. Das restliche
Losungsmittel wurde unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene entfernt und der
Riickstand in 0,5 ml Methanol aufgenommen.

2.5.8.7 Kultivierung von Mikroorganismen mit NP als einziger Energie- und
Kohlenstoffquelle

In einem 100 ml-Erlenmeyerkolben wurden 10 ml NB-Medium mit 100 ul
Belebtschlamm angeimpft und bei 28°C auf einem Rotationsschiittler (120 upm) fiir
24 h inkubiert. 50 ul dieser Kultur dienten als Inokulum fiir folgende Ansitze in
sterilen 100 ml-Erlenmeyerkolben:

¢ 2x 10 ml MM-Minimalmedium

¢ 2 x 10 ml MM-Minimalmedium + 0,25 g 4-n-NP

e 2 x 10 ml MM-Minimalmedium + 0,25 g t-NP
Nach 7 Tagen Inkubation auf einem Rotationsschiittler (120 upm) bei 28°C dienten
50 pl der entstandenen Kulturlosung als Inokulum fiir jeweils gleiche Ansétze, welche
erneut 7 Tage bei 28°C auf einem Rotationsschiittler (120 upm) inkubiert wurden.
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchung wissriger Losungen von Nonylphenol und Bisphenol A

3.1.1 Adsorptionsuntersuchungen mit Bisphenol A

Als zu testende Adsorbenzien wurden Glas, PVDF-Membran, TEFLON®, VITON®,
Silikon-Kautschuk und Stahl ausgewihlt. Alle Versuche wurden in geschlossenen
GlasgefiBBen durchgefiihrt, so dass die Adsorption an Glas beriicksichtigt werden
musste. BPA gehort wie NP zu den phenolischen Verbindungen; beide Xenodstrogene
sollten beziiglich ihres Adsorptionsverhaltens verglichen werden.

Bestimmt wurden die prozentualen Mengen des in Losung verbliebenden BPA nach

sieben Tagen Inkubationszeit (s. 2.5.3.1); eine tabellarische Zusammenfassung bietet
Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1 Prozentuale Anteile des in wissriger Losung verbleibenden BPA (Mittelwerte von drei
Parallelen) bei einer Ausgangskonzentration von 3,8 ng/ml (1000 dpm/ml).

[%] nach 2 h nach 24 h Nach 1 Woche
Glas® 100 99 99
TEFLON® 101 100 97
VITON® 100 96 92
Silikon- 97 97 96
Kautschuk
PVDF 91 89 89

* Es wurde kein weiteres Glas in die Versuchsflasche gegeben.

Eine Adsorption des BPA fand nur in geringem Umfang statt; BPA verblieb im Falle
von Glas, TEFLON® und Silikon-Kautschuk nahezu vollstidndig in wéssriger Losung.
Lediglich bei PVDF und VITON® war ein Konzentrationsabfall von ca. 10 % zu
messen, wobei die Adsorption an PVDF im Wesentlichen in den ersten zwei Stunden
stattfand.

3.1.2 Adsorptionsuntersuchungen mit Nonylphenol

Die Versuchsbedingungen entsprachen denen der Adsorptionsuntersuchungen mit
BPA. Der direkte Vergleich des in Losung verbleibenden NP mit BPA zeigte eine
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starke Adsorption des NP. Bei den verschiedenen Materialien waren deutliche
Unterschiede zu beobachten (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2 Prozentuale Anteile des in wéssriger Losung verbleibenden 4-n-NP (Mittelwerte von
drei Parallelen) bei einer Ausgangskonzentration von 3,4 ng/ml (1000 dpm/ml).

[%] nach 2 h nach 24 h nach 1 Woche
Glas" 87 72 58
TEFLON® 71 49 36
VITON® 56 14 11
Silikon- 16 7 5
Kautschuk
PVDF 33 21 43

* Es wurde kein weiteres Glas in die Versuchsflasche gegeben.

Die 4-n-NP-Konzentration der wissrigen Losungen nahm bereits nach zwei Stunden
in allen Versuchsansitzen stark ab, die Ausgangskonzentration (3,4 ng/ml bzw.
3,4 mg/ml) besall dabei keinen Einfluss auf die relative Konzentrationsabnahme.
Silikon-Kautschuk adsorbierte bei gleichzeitiger Quellung des Materials NP nahezu
vollstiandig, bereits nach zwei Stunden lieBen sich weniger als 20% des NP in der
wissrigen Phase wiederfinden.

Auch bei Verwendung von TEFLON® war im Vergleich zum Glasbehilter ein
verstirkter Konzentrationsabfall nachzuweisen, welcher allerdings von allen
verwendeten Materialien am geringsten ausfiel. Die Messwerte der parallelen PVDF-
Ansidtze streuten in einem weiten Bereich (£65% bezogen auf den Mittelwert),
tendenziell erhohten sich jedoch die NP-Konzentrationen gegen Ende der
Versuchsdauer in allen Parallelen dieser Versuchsreihe.

Zudem wurde versucht, die Oberflichen der verwendeten Glasflaschen mit nicht
radioaktiv markiertem 4-n-NP abzusittigen (sieben Tage Inkubation eines
Versuchsansatzes mit iibersittigter 4-n-NP-Losung) und in der Folge durch weitere
Zugabe von ['*C(U)]-4-n-NP eine mégliche Konzentrationsabnahme zu bestimmen.
Es zeigte sich dabei nach einer Woche eine Abnahme der Radioaktivitit um ca. 50%,
dieser Wert blieb auch nach drei weiteren Tagen anndhernd konstant.

In weiteren Versuchsreihen wurden die Materialien mit Petrolether extrahiert
(s. 2.5.3.2), um zu iiberpriifen, ob die Konzentrationsabnahme des NP ausschlie3lich
auf Adsorptionsvorginge zuriickzufithren war. Kontrollen der Extraktionsausbeuten
ergaben, dass nach 16 h keine weitere Substanz extrahiert wurde und die Extraktion
beendet werden konnte. Die Bilanzierung ergab einen zum Teil hohen Fehlbetrag des
NP (Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3 Bilanzierung der Adsorptionsuntersuchungen einschlieBlich Extraktion der
Materialien nach einer Versuchsdauer von 7 Tagen.

[%] Verbleib in wissriger | extrahiert mit Petrolether Bilanz
Losung
Glas 53 9 62
TEFLON® 38 26 64
VITON® 9 31 40
Silikon- 5 91 96
Kautschuk

Beim Silikonkautschuk lie sich nach der schnellen und fast vollstindigen
Konzentrationsabnahme des NP nahezu die gesamte Substanz in der
Petroletherfraktion wiederfinden. Dieses Ergebnis ldsst zunidchst auf reine
Adsorptionsvorgidnge schlieBen. Demgegeniiber wurden bei ausschlieBlicher
Verwendung der Glasflasche bis zu 40% des NP nicht wiedergefunden. Bei der
Verwendung von wissrigen NP-Losungen im mg/l-Bereich konnte an den nicht mit
Wasser benetzten Stellen der Glasflaschen die Bildung von ‘Fettfilmen” beobachtet
werden, die jedoch nach Spiilen mit Petrolether verschwanden und insofern in die
Bilanz mit eingingen. Zur weiteren Untersuchung der nicht wiedergefundenen
Substanz wurde daher die Gasphase in die Bilanzierung miteinbezogen (s. 3.1.3).
Weiterhin wurde der zeitliche Verlauf der Konzentrationsabnahme in Glasflaschen
nidher untersucht. In einer Versuchsreihe erfolgte die Probenentnahme {iiber einen
langeren Zeitraum (500 h, Abbildung 3.1), in einer zweiten Versuchsreihe iiber einen
kurzen Zeitraum (3,5 h, 30-miniitige Abstidnde; Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.1 Verlauf der NP-Konzentrationsabnahme in geschlossenen Glasbehéltern iiber
einen Zeitraum von 500 h. Beide Ansiitze hatten die gleiche NP-Ausgangskonzentration von
5,7 pg/l (1682 dpm/ml).
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Es ist ein exponentieller Abfall der Konzentration zu erkennen, welcher sich jedoch
besonders in den ersten 100 Stunden zwischen den parallelen Ansdtzen deutlich
unterscheidet. Diese Abweichungen konnten moglicherweise mit unterschiedlichen
Zustinden der Glasoberfldchen erklart werden. Allerdings erreichen alle Ansédtze nach
etwa 10 Tagen einen Gleichgewichtswert von ca. 50%.
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Abbildung 3.2 Verlauf der NP-Konzentrationsabnahme in geschlossenen Glasbehiltern iiber
einen Zeitraum von 210 min. Beide Ansétze hatten die gleiche 4-n-NP-Ausgangskonzentration
von 9,0 ug/l (2633 dpm/ml).

Schon nach wenigen Minuten nahm die Konzentration der wissrigen 4-n-NP-Losung
um einige Prozentpunkte ab (nach 30 min Abnahme um 16,5 %). Die
Konzentrationsabnahme war dabei annéhernd exponentiell.

3.1.3 Gasphasenuntersuchungen

Da in den Adsorptionsuntersuchungen bei Verwendung der Glasflaschen bis zu 40%
des eingesetzten NP nicht wiedergefunden werden konnte, wurden
Gasphasenuntersuchungen durchgefiihrt, in denen Polyurethan als Adsorbens in der
Gasphase eingesetzt wurde (s. 2.5.3.3).

Hierzu wurden die Glasgefile mittels zellstoffumwickelten Polyurethanstopfen
verschlossen. Die Zellstoffumhiillung war notwendig um zu verhindern, dass kleine
Polyurethanstiickchen in die Losung gelangen, welche das 4-n-NP nahezu vollstindig
hitten adsorbieren konnen. Die Bilanzierung der in den Gasphasenuntersuchungen
gefundenen [14C(U)]—4—n—NP—Mengen ergab in der wissrigen Phase 70%, an den
Glaswandungen 10% und bei der Extraktion der Polyurethanstopfen 15%
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(Mittelwerte aus drei Parallelen) nach drei Tagen Versuchsdauer. Die gesamte
Wiederfindungsrate betrug durchschnittlich 94%.

Adsorptionsvorginge am Glas sind nach diesen Ergebnissen nur teilweise fiir die
NP-Konzentrationsabnahme der wéssrigen Losung verantwortlich. Ein erheblicher
Anteil entweicht liber die Gasphase aus der Losung.

3.1.4 Diskussion

Die Gasphasenuntersuchungen belegen, dass sich die NP-Konzentrationsabnahme in
wissrigen Losungen aus Verdampfung bzw. Wasserdampffliichtigkeit und Adsorption
zusammensetzt. Die jeweilige Gewichtung dieser beiden Vorgédnge hingt stark vom
angebotenen Adsorbens ab. So zeigen die Versuchsansitze mit Silikon-Kautschuk,
dass bei einer schnellen Adsorption des NP Verdampfung kaum auftritt und das NP
am Silikon-Kautschuk gebunden bleibt.

Dieser Zusammenhang sollte auch fiir Kldrschlamme gelten. Die Gesamtoberfliche
der Schlammmatrix von Kléirschlamm {ibersteigt die Gesamtoberfliche der
verwendeten Materialien vermutlich um Grofenordnungen; weiterhin besitzt
Kldrschlamm in Bezug auf NP groe Adsorptionskoeffizienten (AHEL et al., 1994a),
so dass NP sehr schnell und nahezu vollstindig von der Schlammmatrix adsorbiert
wird (GIGER et al, 1984). Micellen kann NP aufgrund seines hydrophoben
Molekiilteils im Verhiltnis zum hydrophilen Teil nicht ausbilden (ISRAELACHVILI,
1992).

TEFLON® gilt allgemein als Material, welches kaum adsorbiert, obwohl auch
TEFLON® substanzspezifische Adsorption (z.B. bei Alkyl-p-hydroxybenzoaten)
aufweisen kann (LOH & VOLPE, 1996). In den hier dargestellten Versuchen zeigt
TEFLON® im Vergleich zu Glas einen verstirkten Konzentrationsabfall, welcher
jedoch im Vergleich zu VITON® deutlich geringer ausfiel. VITON® besitzt im
Vergleich zu TEFLON® aliphatischeren Charakter, so dass sich bei VITON® Van der
Waals-Wechselwirkungen (attraktive Dispersionswechselwirkungen) mit NP verstéarkt
ausbilden sollten (Abbildung 3.3). Dies gilt umso mehr fiir die Oberfliche von
Silikon-Kautschuk, da dort iiberwiegend aliphatische CH3-Gruppen angeordnet sind.
BPA besitzt hingegen keinen ausgeprigten hoch-lipophilen Molekiilteil und kann
infolgedessen iiber diesen Mechanismus nicht an die Materialien binden.
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Abbildung 3.3 Chemische Struktur der in den Adsorptionsversuchen eingesetzten Polymere.

Die Konzentrationsabnahme des [14C(U)]—4—n—NP in den Ansitzen, welche zuvor mit
tibersittigter nicht radioaktiv markierter NP-Losung inkubiert wurden, zeigt reversible
Adsorptionsvorginge auf. Diese sind fiir die durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen
hervorgerufene Physisorption charakteristisch (ATKINS, 1996). Chemisorption kann
aufgrund der molekularen Strukturen aller verwendeten Materialien und der laut
Produktbeschreibung hohen Chemikalienresistenz ausgeschlossen werden.

Ein ungelostes Problem bei der Untersuchung wissriger NP-Losungen ist die
Unterscheidung zwischen der hier angenommenen Adsorption an Materialien und
einfachen Grenzflichenphianomenen. So ldsst sich NP aufgrund seiner molekularen
Struktur und sehr schlechten Wasserloslichkeit als fettdhnliche Substanz betrachten,
welche sich allgemein an Grenzfliachen (z. B. zwischen Wasser und Luft) anreichert.
Dennoch lésst sich festhalten, dass Adsorption wohl einen wesentlichen Beitrag zur
Konzentrationsabnahme von NP-Losungen leistete, da bei der Extraktion der
eingesetzten Materialien stets ein erheblicher Anteil des NP wiedergefunden werden
konnte.

Diese Ergebnisse helfen bei der Planung komplexer Versuchsaufbauten bzw. der
Konstruktion von Modellkldranlagen, welche mit NP-Losungen betrieben werden
sollen. Die Konzentrationsbestimmung wissriger NP-Losungen sollte stets unmittelbar
nach dem Umfiillen in einen neuen Behilter erfolgen.

3.2 Analyse von NP durch Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie und
Fluoreszenzdetektion nach Derivatisierung mit Dansylchlorid

Es wurde eine Analysemethode zur sensitiven Quantifizierung von t-NP, 4-n-NP und
BPA aus wissrigen Proben entwickelt. Die drei Zielsubstanzen sollten dabei
gleichzeitig in einer Probe analysierbar sein. In Bezug auf BPA ist die Anwendung
und Entwicklung der Methode an anderer Stelle detailliert beschrieben (MERGLER,
2003; NAASSNER et al., 2002).
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3.2.1 Charakterisierung der Derivatisierungsreaktion

Der erste Schritt zur Validierung der Methode war die Charakterisierung der
Derivatisierungsreaktion (Abbildung 3.4). Dies betraf vor allem die strukturelle
Uberpriifung des Reaktionsprodukts sowie die Kontrolle der Vollstindigkeit der
Reaktion. Zu diesem Zweck wurde die Derivatisierung auch in praparativem Maf3stab
durchgefiihrt (s.2.5.7.2), um eine ausreichende Menge Dansyl-(4-n-NP) fiir die
Aufnahme von '"H-NMR- und "C-NMR-Spektren zu erhalten. Des weiteren wurden
IR- und MS-Spektren vom Reaktionsprodukt angefertigt (s. 2.5.5.1). Fiir t-NP konnten
aufgrund der Isomerenvielfalt keine eindeutig auswertbaren Spektren des
Reaktionsproduktes gewonnen werden.

Cl
C,H
O:é:o OH 919
Aceton, RT, (l)
S

16h, NaCO,
+ _— O=S=0 + HCI
99
H.C CH

/N\
H,C  CH

3
Dansylchlorid 4-n-NP Dansyl-(4-n-NP)-Derivat

Abbildung 3.4 Reaktionsschema der Derivatisierung von 4-n-NP mit Dansylchlorid

Das RIC (Reconstructed Ion Chromatogramm) des Dansylderivats bei
Direktverdampfung zeigte, aufgrund thermischer Zersetzung, keine definierten Peaks,
so dass die erhaltenen Massenspektren nicht eindeutig einer reinen Substanz
zugeordnet werden konnten. Der erste breite Peak des RIC bei 0,24 min zeigt im
Massenspektrum einen Basispeak bei m/z 221.17, welcher auf einen abgespaltenen
NP-Molekiilteil hinweist, wihrend das Massenspektrum des zweiten, intensiveren
RIC-Peaks bei 0,49 min einen Basispeak bei m/z 454.22 besitzt, der das Mutterion des
intakten Dansyl-4-n-NP représentiert (s. Anhang). Gaschromatographisch war die
thermische Zersetzung ebenfalls zu beobachten, da der Peak des urspriinglichen
Dansyl-4-n-NP im TIC (Total Ion Chromatogramm), welches iiber das Molekiilion
m/z 454.30 identifiziert werden kann, breit und relativ klein im Gegensatz zu dem
stark ausgeprigten und scharfen 4-n-NP Peak war (s. Anhang).

Das Dansyl-4-n-NP-Molekiil besitzt aufgrund seiner Komplexitit vielféltige Valenz-
und Deformationsschwingungen, entsprechend komplex gestaltete sich das
aufgenommene IR-Spektrum (Infrarotspektrum). Eine eindeutige Zuweisung der
Peaks zu einem Schwingungstyp war daher nicht moglich. Allerdings lieen sich alle
zu erwartenden Schwingungstypen im IR-Spektrum bereichsweise wiederfinden, z. B.
die starke -SO,-Valenzschwingung organischer Sulfonylverbindungen zwischen 1145-
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1200 cm™  oder die CHj;-Valenzschwingung  gesittigter Kohlenwasserstoffreste
zwischen 2870-2960 cm™ (s. Anhang).

Eindeutig identifiziert werden konnte das vorhergesagte Dansyl-4-n-NP-Derivat iiber
die aufgenommenen 'H-NMR- und "*C-NMR-Spektren. Jedes Signal lie sich einer
chemischen Gruppe des Dansyl-4-n-NP-Molekiils zuweisen. Zudem wurden
zweidimensionale COSY-Spektren, die korrespondierende Kopplungen darstellen
konnen, mit in die Strukturanalyse einbezogen (s. Anhang). Es folgt eine Auflistung
der zugeordneten NMR-Signale des Dansyl-4-n-NP:

"H NMR (400 MHz, CDCls): § 0.94 [t, 3H, J=7 Hz, H-C (9)], 1.23 [s, 12H, H-C (3’,
4,5,6,7,8)], 1.50 [t, 2H, J=7 Hz, C-H (2)], 2.49 [t, 2H, J=8 Hz, C-H (1")], 2.92 [s,
6H, -N(CHs),], 6.77 [d, 2H, J=8 Hz, Ar-H (1,5)], 6.96 [d, 2H, J=8 Hz, Ar-H (2,4)],
7.25 [d, 1H, J=7 Hz, Ar-H (7”)], 7.44 [t, 1H, J=8 Hz, Ar-H (3”)], 7.67 [t, 1H, J=8 Hz,
Ar-H (8”), 8.07 [d, 1H, J=7 Hz, Ar-H (2” oder 4”)], 8.49 [d, 1H, J=8 Hz, Ar-H (2"
oder 471, 8.60 [d, 1H, J=8 Hz, Ar-H, (9”)]. *C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.3 (C-9"),
22.9 (C-8"),29.4-32.1 (C-2/, C-3", C-4, C-5, C-6", C-7"), 45.7 (-N(CH3), ) ,76.8-77.5
(CDCl3), 115.7 (C-77), 121.8 (C-2, C-6), 123.1 (C-3"), 129.0 (C-8"), 129.4 (C-3,
C-5),130.2 (C-5” or C-107), 131.3 (C-2” or C-4”), 131.8 (C-2” or C-4”), 141.9 (C-
17), 147.4 (C-6").

Die NMR-Spektren sind im Anhang abgebildet.

Zur Bestimmung der Reaktionsausbeute (analytische Derivatisierung) wurde das
aufgereinigte Dansyl-NP des prédparativen Ansatzes ausgewogen, verdiinnt und
analysiert (s. 2.5.4.2, Elutionsprogramm 1II). Die Reaktionsausbeute ergab sich durch
Vergleich der gemessenen Peakfliche mit der theoretischen Peakfliche aus den
Kalibrierungen (s. 3.2.4). Es wurden fiir alle Derivatisierungen Ausbeuten > 98%
gefunden.

3.2.2 Bestimmung der Anregungs- und Emissionsmaxima bei Fluoreszenzmessungen
des Dansylderivats von 4-n-NP

Aufgrund des Strahlungsmechanismus bei der Fluoreszenz unterscheiden sich die
Wellenldngen der Anregungs- und Emissionsstrahlung. Des weiteren werden die
Fluoreszenzeigenschaften durch Einfliisse wie z. B. das verwendete Losungsmittel
verdandert, welche die Lage der elektronischen Zustidnde beeinflussen.

Alle Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung der optimalen Anregungs- und
Emissionsmaxima wurden in Acetonitril durchgefiihrt, da dieses Losungsmittel als
Eluent bei der HPLC-Analytik verwendet wurde. Mogliche Einfliisse durch einen
geringen Wasseranteil wihrend der Elution konnten vernachléssigt werden, da das
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Losungsmittelverhiltnis zum Zeitpunkt der Detektion bei 100% Acetonitril lag
(s. 2.5.4.2; VALEUR, 2001).

Die Optimierung der Anregungs- und Emissionswellenlinge gelang durch die
Aufnahme mehrerer Extinkionsspektren bei festgelegter Emissionswellenldnge und,
umgekehrt, mehrerer Emissionsspektren bei festgelegter Extinkionswellenlinge.
Auftretende Maxima wurden dabei jeweils als Grundlage fiir die Festlegung
verbesserter Anregungs- oder Emissionswellenlingen verwendet, bis mit Ae=354 nm
und Aen=545 nm ein optimales Wellenlingenpaar in Bezug auf die Analyse von NP
und BPA gefunden wurde (Abbildung 3.5).

Wire NP die einzige Zielsubstanz dieser Analysemethode, konnte die nach dem
Emissionsspektrum empfindlichere Emissionswellenldnge Aen=450 nm (Abbildung
3.5b) verwendet und somit die Detektion weiter optimiert werden (Faktor 1,5).
Unterschiede in den Anregungs- oder Emissionsspektren zwischen 4-n-NP und t-NP
konnten dariiber hinaus nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.5 a) Anregungsspektrum einer Losung von Dansyl-4-n-NP in Acetonitril (1pg/ml) bei
einer Emissionswellenliinge von 545 nm; b) Emissionsspektrum einer Losung von Dansyl-4-n-NP
in Acetonitril (1pg/ml) bei einer Anregungswellenliinge von 354 nm.

3.2.3 Ergebnisse der Chromatographie

Ein typisches HPLC-Chromatogramm fiir dansylierte Standards von t-NP, 4-n-NP und
BPA zeigt Abbildung 3.6. Die Derivate der Verbindungen 4-n-NP und BPA erzeugten
scharfe Peaks mit einer Breite von ca. 0,5 min. Das Dansylderivat des t-NP hingegen
eluierte bedingt durch Schultern iiber einen Zeitraum von 1,7 min. Der Grund hierfiir
ist in der komplexen Zusammensetzung des t-NP zu sehen (s. 1.7), wobei alle darin
vorkommenden Komponenten (p-Alkylphenole, o-Alkylphenole, Decylphenole)
Phenolgruppen besitzen, welche mit Dansylchlorid reagieren. Fiir die NP-Derivate
wurden folgende Retentionszeiten gemessen: Dansyl-t-NP, 25,5 min; Dansyl-4-n-NP,
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26,9 min. Es wurde eine vollstindige Trennung der dansylierten Zielsubstanzen
erreicht (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6 HPLC-Chromatogramm der Dansylderivate des BPA, t-NP und 4-n-NP.

Zur Ermittlung der Detektionsgrenzen wurden fiir alle untersuchten Substanzen die
Konzentrationen bei der Derivatisierung soweit vermindert, dass gerade noch ein
Signal erkennbar war. Das Kriterium fiir die Detektionsgrenze war ein Signal/Rausch-
Verhiltnis (S/N) von mindestens drei. Fiir 4-n-NP und t-NP ergab sich dadurch eine
Detektionsgrenze von 0,5ng (4-n-NP, S/N 4,5; t-NP, S/N 3,6). Die exakte
Quantifizierung von NP war in einem Bereich von 0,5-10 ng moéglich, oberhalb einer
Menge von 10 ng war das Verhiltnis von Aufgabemenge zur gemessenen Peakfliche
nicht mehr konstant.

3.2.4 Linearitdit und Reproduzierbarkeit der Methode

Da NP quantitativ mit Dansylchlorid reagiert (s.3.2.1), besteht in bestimmten
Konzentrationsbereichen ein proportionales Verhiltnis von gemessener Fluoreszenz
und der Menge des NP in der Probe. Fiir die Zahl der absorbierten Quanten gilt das
Lambert-Beer“sche Gesetz. Daher werden alle Mengenangaben dieser Methode auf die
theoretische Aufgabemenge der underivatisierten Phenole bezogen, was sich bei der
Anwendung als zweckmiBiger erweist. Eine solche Darstellungsweise hat zudem den
Vorteil, dass sie unabhingig vom Probenvolumen gilt. Bei der Validierung wurde stets
ein Probenvolumen von 100 ul vermessen.
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Abbildung 3.7 Drei separat erstellte Eichgeraden des Dansylderivates von t-NP angegeben als

t-NP-Aquvialente.
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Abbildung 3.8 Drei separat erstellte Eichgeraden des Dansylderivates von 4-n-NP angegeben als

4-n-NP-Aquivalente.

Fiir die Kalibrierungen wurden Standards (0,5 ng; 1 ng; 5ng; 10 ng; s. 3.2.3) wie
beschrieben derivatisiert (s.2.5.7.1). Im Falle des t-NP konnten aufgrund starker
Schwankungen der ermittelten Peakfldachen, die beim 4-n-NP nicht auftraten, keine
direkten Kalibrierungen vorgenommen werden. Dieses Problem wurde eingehend
untersucht und konnte schlieflich durch Einsatz von 4-n-NP als interner Standard
gelost werden, welches in konstanter Menge (10 ng) vor der Derivatisierung zugesetzt
wurde. Eine Erklarung fiir das unterschiedliche Verhalten der strukturchemisch sehr
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dhnlichen Substanzen 4-n-NP und t-NP konnte allerdings nicht gefunden werden. Der
interne Standard 4-n-NP unterlag dabei in Anwesenheit von t-NP exakt den gleichen
Schwankungen, so dass letztlich auch fiir t-NP genaue Kalibrierungen durchgefiihrt
werden konnten (Abbildung 3.7 u. Abbildung 3.8).

Eine lineare Korrelation zwischen Peakfldche und Substanziquivalenten der Standards
war fiir t-NP und 4-n-NP zwischen 0,5 und 10 ng gegeben, wobei Dansylderivate der
Standards zwischen 0,1 ng-100 ng vermessen wurden. Fiir jede Substanz wurden drei
individuelle Eichgeraden an verschiedenen Tagen erstellt und alle Arbeitsschritte
unabhingig voneinander durchgefiihrt (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4 Eigenschaften der Eichgeraden von t-NP und 4-n-NP. x=Probenaufgabemenge
angegeben als nicht-derivatisierte Substanz [ng]; y=Peakfliiche.

Substanz Versuchsreihe Geradengleichung Korrelationskoeffizient
4-n-NP 1 y=84 505x+1242 0,9919
2 y=73 631x-3845 0,9955
3 y=82 924x+11 670 0,9894
t-NP 1 y=68 644x+53 159 0,9995
y=67 655x+9146 0,9998
3 y=65 794x+5186 1,0000

Die Kalibrierung von 4-n-NP ergab einen Korrelationskoeffizienten > 0,989. Fiir das
t-NP unter Verwendung des internen Standards ergab sich ein Korrelationskoeffizient
> 0,999.

3.2.5 Anwendung der Methode auf Kldrschlammproben

Die Anwendbarkeit der Methode auf reale Umweltproben wurde durch Analyse
dotierter Belebtschlammproben {iiberpriift. Belebtschlamm enthilt eine sehr grofe
Anzahl organischer Inhaltsstoffe, daher sollten vor allem mogliche Interferenzen mit
den zu messenden Signalen {berpriift werden. Zu diesem Zweck wurden
Belebtschlammproben mit BPA und 4-n-NP dotiert (s. 2.5.7.3); auf die Dotierung mit
t-NP wurde verzichtet, da eine Kontamination des Belebtschlammes mit t-NP zu
erwarten war.

Es wurde mit der Soxhletextraktion von lyophilisiertem Belebtschlamm eine
Standardmethode zur Extraktion von Kldrschliammen ausgewihlt (GANGL et al.,
2001; s.2.5.2.3). Die Dansylierung der Extrakte erfolgte analog zu den
Standardlosungen (s.2.5.7.1). Die Chromatogramme der dotierten
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Belebtschlammproben wurden mit parallel dazu behandelten nicht dotierten
Belebtschlammproben verglichen (Abbildung 3.9).

Abbildung 3.9 Vergleich der HPLC-Chromatogramme eines dansylierten dotierten
Belebtschlammextrakts (durchgezogene Linie; je 10 uyg BPA und 4-n-NP) und eines nicht
dotierten Belebtschlammextrakts (unterbrochene Linie).

Die nicht dotierte Belebtschlammprobe zeigte keinen Peak fiir 4-n-NP oder BPA. Bei
der Analyse der dotierten Proben konnten die dansylierten Zielsubstanzen gut von
anderen fluoreszierenden, moglicherweise ebenfalls dansylierten Inhaltsstoffen
getrennt werden. Wie erwartet, wurde t-NP im verwendeten Belebtschlamm gefunden.

3.2.6 Diskussion

Die Herstellung von chemischen Derivaten gehort zu den Standardmethoden bei der
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie und wird vor allem dazu verwendet, die
Detektierbarkeit zu verbessern. Sowohl NP als auch BPA besitzen als Funktionalitit
eine phenolische Hydroxygruppe; daher wurde als Fluorophor Dansylchlorid
(5-(Dimethylamino)-naphtalin-1-sulfonylchlorid) ausgewihlt, welches mit priméren
und sekunddren Aminen und Phenolen zu fluoreszierenden Substanzen reagiert
(REGIS, 1992; LAWRENCE, 1979; CASSIDY et al., 1974).

Prinzipiell ist es auch moglich, Phenole bzw. Aromaten iiber ihre natiirliche
Fluoreszenz zu detektieren. So wird das Wellenldngenpaar A=275nm und
Aem=300 nm héufig zur Bestimmung von NP, NPEOs, BPA und weiteren Phenolen
verwendet (TSUDA et al., 2000; AHEL et al., 1993; OLMO et al., 2000). Hinderlich
ist jedoch, dass viele aromatische Verbindungen mit Anregungswellenldngen um
280 nm ebenfalls bei 300 nm fluoreszieren. Die allgemeine Anwendbarkeit eines
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solchen Wellenlidngenpaares kann daher bei komplexen Stoffgemischen, wie z. B.
Klédrschlammen, dazu fithren, dass viele Begleitstoffe im Chromatogramm sichtbar
werden und mit den Zielsubstanzen interferieren. Die Derivatisierung mit
Dansylchlorid reduziert das Problem der Interferenz. Zum einen reagiert nur ein Teil
der Inhaltsstoffe der Probe mit Dansylchlorid, zum anderen wurde fiir die
derivatisierten = Zielsubstanzen 4-n-NP, t-NP und BPA ein spezifisches
Fluoreszenzwellenldngenpaar ermittelt.

Fiir 4-n-NP und t-NP wurden Detektionsgrenzen von 0,5 ng (4-n-NP: S/N 4,5; t-NP:
S/N 3,6) in Bezug auf die Menge des jeweiligen Phenols auf der Siule erreicht. Diese
konnten bei Analyse einer einzelnen Substanz durch Verwendung eines geeigneten
Wellenlingenpaares weiter optimiert werden (fiir NP Ax=354 nm und A.,=450 nm).
Bei der Detektion iiber die natiirliche Fluoreszenz (Aex=275 nm, A.,=300 nm) wurden
Detektionsgrenzen von 1 ng (10ng/ml) fiir t-NP (S/N 3) erreicht (TSUDA et al., 2000).
In der gleichen Studie wurde ein linearer Zusammenhang zwischen Detektorsignal und
Aufgabemenge von 5-200 ng ermittelt.

Bei reiner NP-Analytik sind GC-MS-Analysemethoden in Kombination mit einer
Wasserdampfdestillation als Extraktionsmethode vorzuziehen. Hierdurch werden
ausreichend saubere Extrakte erhalten, welche iiber GC-MS mit hoher Empfindlichkeit
direkt analysiert werden konnen (Detektionsgrenze 5 pg; BOLZ et al., 2000; s. 3.7).
Eine simultane Extraktion von BPA und NP bedingt hingegen eine unspezifischere
Extraktionsmethode, so dass insbesondere bei Kldarschlammproben die Extrakte vor
der Analyse meist aufgereinigt werden miissen (LEE, 1999; MEESTERS &
SCHROEDER, 2002). Eine zusitzliche Aufreinigung war in der hier vorgestellten
Methode nach Soxhletextraktion nicht notwendig.

3.3 Versuche zur Extraktion von NP aus Klirschlamm und wissrigen
Proben

3.3.1 Fliissig-fliissig-Extraktion

Aus wissrigen ['*C(U)]-4-n-NP Standardldsungen wurden Extraktionen mit Hilfe von
Petrolether als organischem Losungsmittel durchgefiihrt (s.2.5.2.5). Da bei der
fliissig-fliissig-Extraktion eine groe Menge des organischen Losungsmittels
notwendig war, wurde anstelle von Hexan Petrolether verwendet. Des weiteren wurde
tiberpriift, ob die Zugabe von Natriumchlorid oder die Senkung des pH-Wertes die
Extraktion verbessert. Aufgrund des Verteilungskoeffizienten von NP (log Kow=4,48)
sollten sich theoretisch bereits nach einem Extraktionsschritt mehr als 99% des
gesamten NP in der organischen Phase befinden.
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Extrahiert wurden in zwei aufeinander folgenden Extraktionsschritten drei
verschiedene wassrige [14C(U)]—4—n—NP—Standardlésungen, nach zwel
Extraktionsschritten befand sich erwartungsgemidll nahezu das gesamte NP in der
organischen Phase (Mittelwerte aus drei Parallelen):

® Reine wissrige Standardlosung: 97 % Extraktionsausbeute
e Zugabe von NaCl [100 g/1]: 99 % Extraktionsausbeute
¢ Einstellung des pH-Wertes auf 1-2 mit verd. HCl: 99 % Extraktionsausbeute

Durch die Zugabe von NaCl oder die Senkung des pH-Wertes wurde die Extraktion
geringfiigig verbessert, die Werte lagen jedoch innerhalb der Schwankungsbreite.
Insgesamt war eine gute Anwendbarkeit dieser Extraktionsmethode fiir saubere
wissrige Proben (z.B. Trinkwasser) moglich.

3.3.2 Bleidner-Dampfphasenextraktion

Durch den Einsatz der Bleidner-Apparatur wird eine Wasserdampfdestillation mit
kontinuierlicher Extraktion des Destillats aus wissrigen Proben ermoglicht. Diese
Methode hat sich bereits bei der Extraktion von ebenfalls wasserdampffliichtigen PCB
bewihrt (SCHUPHAN, et al. 1990).

Extrahiert wurden wissrige [14C(U)]—4—n—NP Standardlésungen mit Isooktan, welches
aufgrund seiner Eigenschaften (unpolar, Siedepunkt 99°C) am besten fiir diese
Extraktionsmethode geeignet ist (s. 2.5.2.4). Zudem wurde versucht durch Zugabe von
NaCl und Absenkung des pH-Wertes die Extraktion zu optimieren. Nach ca. 3 h zeigte
sich keine weitere Erhohung der Extraktionsausbeute, so dass die Extraktion nach 4 h
beendet wurde. Ebenfalls wurde die Eignung dieser Extraktionsmethode fiir wissrige
BPA-Losungen untersucht (Abbildung 3.10).

Die allgemein schlechte Extraktionsausbeute aus wissrigen NP-Standardlésungen von
durchschnittlich 67 % konnte durch Senkung des pH-Wertes und Zugabe von NaCl auf
ca. 85% verbessert werden. Es ist im Vergleich mit anderen Extraktionsmethoden
jedoch zu beachten, dass Extrakte matrixbelasteter Proben nach der Bleidner-
Dampfphasenextraktion keine weitere Aufreinigung bendtigen.
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Abbildung 3.10 Ergebnisse der Bleidner-Dampfphasenextraktion nach der Extraktion einer
[14C(U)]-4-n-NP-Standard16sung, einer [14C(U)]-4-n-NP-Standard16sung bei Zugabe von NaCl
und Einstellung des pH-Wertes auf 1-2 und einer [14C(U)]-BPA-Standardlﬁsung.

3.3.3 Wasserdampfdestillation

Untersucht wurden  sowohl [14C(U)]—4—n—NP—Standard16sungen als auch
Standardlosungen des t-NP (s.2.5.2.1). Die radioaktiven Ansdtze dienten zur
Kontrolle der allgemeinen Extraktionsausbeute, wihrend bei der Extraktion des t-NP
die Extraktionsausbeuten im Hinblick auf die einzelnen Isomere betrachtet wurden
(s. 3.3.3.1). Wie auch bei der Bleidner-Dampfphasenextraktion wurde das Prinzip der
Wasserdampffliichtigkeit ~von NP  ausgenutzt. Die  Kombination aus
Wasserdampfdestillation und kontinuierlicher fliissig-fliissig-Extraktion des Destillats
mit Cyclohexan ergab saubere Extrakte, welche keine weitere Aufreinigung
benotigten. Zunidchst wurden die Extraktionsausbeuten unter Verwendung von
[14C(U)]—4—n—NP—Standard16sungen und radioanalytischen Methoden bestimmt. Die
Extraktion von Standardldsungen unterschiedlicher Konzentration (100 ng/l — 15 pg/l)
hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die Extraktionsausbeute von 98,9+0,6%. In der
wissrigen Phase verblieben 1,240,1% des eingesetzten NP. Die Kontrolle der
Extrakte durch Radio-DC- und Radio-HPLC-Analyse ergab, dass im Extrakt
ausschlieflich [14C(U)]—4—n—NP enthalten war.

Auf Grund der hohen Extraktionsausbeuten bei guter Reproduzierbarkeit wurde in
einem ndchsten Schritt die Anwendbarkeit auf Belebtschlammproben untersucht.
Extrahiert wurden verdiinnte Belebtschlammproben (1:2,5), welche mit
[14C(U)]—4—n—NP dotiert ~ wurden  (s.2.5.2.2). Ein Problem bei der
Wasserdampfdestillation von Belebtschlamm war die starke Schaumbildung wéhrend
des Kochens, welche einen mehrstiindigen Betrieb der Apparaturen erschwerte. Dieses
Problem konnte durch die Verwendung eines Silikonentschiumers behoben werden,



Seite 52 3. Ergebnisse und Diskussion

welcher die Extraktionsausbeute nicht beeinflusste. Ebenfalls notwendig war die
Absenkung des pH-Wertes auf 1-2 durch Chloressigsdure. Ein pH-Wert von 3-4,
eingestellt mit ortho-Phosphorsiure, erbrachte deutlich schlechtere
Extraktionsausbeuten. Unter den genannten Extraktionsbedingungen und einer
Extraktionsdauer von 5 h konnten Ausbeuten von 94+4% erzielt werden. Die doppelte
Extraktionsdauer von 10h ergab keine messbare Verbesserung der
Extraktionsausbeute.

Die entstandenen Cyclohexan-Extrakte waren klar und farblos, nach Verdampfung des
Losungsmittels waren Riickstande nicht zu erkennen. Eine Kontrolle der Extrakte mit
Hilfe der Radio-DC und -HPLC ergab saubere Extrakte, welche als radioaktiv
markierte Substanz ausschlieflich [14C(U)]—4—n—NP enthielt. Die
gaschromatographische Analyse von Extrakten aus nicht-dotierten
Belebtschlammproben ergab dagegen eine Vielzahl von ebenfalls extrahierten Stoffen.

3.3.3.1 Wasserdampfdestillation von Isomeren des technischen Nonylphenols

Im Rahmen der Untersuchung einzelner NP-Isomere war es notwendig, das
Extraktionsverhalten der Isomere des t-NP bei der Wasserdampfdestillationsextraktion
zu vergleichen. Es wurde zunichst eine Stammlosung, welche 4-n-NP und t-NP
beinhaltete, hergestellt und mittels GC analysiert. Aus dieser Stammlosung wurden
wissrige Standardlosungen erzeugt, extrahiert (s. 2.5.2.1) und die Extrakte ebenfalls
mittels GC analysiert. Die Integration der Peakflichen (Messbedingungen II) ergab
nur geringe Unterschiede bei der Extraktion einzelner Isomere bzw. Isomerengruppen.
Die absoluten Extraktionsausbeuten der einzelnen Isomere oder Isomerengruppen
variierten zwischen 100-104% (Mittelwerte aus drei Parallelen), lediglich das 4-n-NP
zeigte eine relativ schlechtere Extraktionsausbeute von durchschnittlich 90 %. Der
Fehler gemidfl der einfachen Standardabweichung war fiir alle Isomere <3 %. Die
geringe Extraktionsausbeute des 4-n-NP wurde nur bei gleichzeitiger Extraktion des
t-NP gemessen, die Extraktion einer reinen 4-n-NP-Standardlosung erzielte Ausbeuten
von 98,9+0,6% (s. 3.3.3).

3.3.4 Diskussion

Bislang wurde eine Vielzahl von Extraktionstechniken fiir NP aus wéssrigen Proben
beschrieben. Bei Extraktion von Klidrschlammproben wurde héaufig die
Wasserdampfdestillation (z. B. nach Sturm), Festphasenextraktion (Adsorbens: XAD,
Aktivkohle, Oktadecylsilan) oder Soxhletextraktion nach Lyophilisierung angewendet
(LEE, 1999; GIGER et al, 1981; MARCOMINI et al., 1991). Lediglich die
Wasserdampfdestillation ergab dabei saubere Extrakte, welche keine weitere
Aufreinigung bendétigten.
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Die Bleidner-Dampfphasenextraktion funktioniert nach demselben Prinzip wie die
Wasserdampfdestillation. Die hohe und reproduzierbare Extraktionsausbeute ldsst auf
eine grundsitzliche Anwendbarkeit der Bleidner-Dampfphasenextraktion schlieen,
erreicht aber nicht die sehr guten Ausbeuten der Wasserdampfdestillation. Fiir BPA
sind beide Extraktionsmethoden aufgrund der fehlenden Wasserdampffliichtigkeit
nicht geeignet. Der direkte Vergleich der Wasserdampfdestillation mit der fliissig-
flissig-Extraktion zeigte, dass fiir matrixfreie wissrige Proben das einfache und
schnelle Ausschiitteln mit Petrolether am besten geeignet ist.

Sowohl bei der Bleidner-Dampfphasenextraktion als auch bei der fliissig-fliissig-
Extraktion konnte durch die Zugabe von NaCl und Senkung des pH-Wertes die
Extraktionsausbeute erhoht werden. Dies kann auf eine verminderte Dissoziation des
NP-Molekiils (pKs 10,28) und den Effekt des Aussalzens zuriickgefiihrt werden .
GIGER et al. (1984) haben mit Hilfe der Wasserdampfdestillation fiir NP aus
Faulschlamm eine Extraktionsausbeute von 93-105 % erreicht. Weitere gute NP-
Extraktionsmethoden fiir Kldarschlamme sind die superkritische Fliissigkeitsextraktion
mit flissigem CO, (SFE; LEE und PEART, 1995) oder die beschleunigte
Losungsmittelextraktion (ASE; MEESTERS & SCHROEDER, 2002), welche fiir NP
Ausbeuten von 93+5 % und 90-107 % (aus Belebtschlamm) erzielt.

Die Extraktionsausbeuten im Hinblick auf die Einzelisomere bzw. Isomerengruppen
des t-NP zeigten kaum Unterschiede, so dass die Wasserdampfdestillation fiir t-NP-
Abbaustudien geeignet ist (s.3.7.2). Die niedrige Extraktionsausbeute des 4-n-NP
wurde nur bei gleichzeitiger Extraktion des t-NP beobachtet und sollte gemil3 den
vorausgegangenen Extraktionsuntersuchungen deutlich hoher liegen. Dieser
Unterschied muss insbesondere bei der Verwendung von 4-n-NP als internem
Standard beriicksichtigt werden. Ein weiteres ungewohnliches Verhalten in
Zusammenhang mit t-NP und 4-n-NP trat bereits bei der Dansylierung von Standards
auf (s. 3.2.4).

3.4 Verhalten und Metabolismus von definierten Nonylphenolisomeren in
Belebtschlamm

In diesen Untersuchungen wurde das Verhalten der beiden NP-Isomere
4-(3°,5°-Dimethyl-3*-heptyl)phenol und 4-n-NP in Belebtschlamm verglichen. Durch
GC-MS-Analyse des 4-(3¢,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenols konnte dieses Isomer als
Bestandteil des t-NP nachgewiesen werden, wihrend das lineare Isomer 4-n-NP,
welches haufig als Modellsubstanz fiir t-NP verwendet wird, im t-NP nicht vorkommt.
Mit jedem Isomer wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt (Abbildung 3.11).
Zudem wurden einige Daten aus Vorversuchen ausgewertet, um fiir bestimmte
Datenpunkte eine Fehlerrechnung zu ermdoglichen.
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Abbildung 3.11 Schema der Aufarbeitung der Abbauversuche definierter NP-Isomere in
Belebtschlamm (vgl. Abbildung 2.1). Kursive Beschriftungen weisen auf die entsprechenden
Kapitelbezeichnungen hin (s.u.).

Die bei der Aufarbeitung entstandenen Extrakte, welche sich zur chromatographischen
Analyse eignen, wurden iiber Radio-DC eingehender analysiert (s. 2.5.4.1). Hierbei
wurde unter anderem gepriift, ob es moglich war, einzelne Metaboliten zu isolieren,
welche auf ihre chemische Struktur hin untersucht werden konnten.

Im folgenden werden die Metaboliten nach ihrem Verhalten wihrend der Aufarbeitung
bzw. ihrer Polaritit zusammengefasst. Grundlage fiir die Einstufung der Polaritit ist
die empirische Beobachtung, dass eine Substanz von einem chemisch nahe stehenden
Losungsmittel gut gelost wird. Die Polaritdt der Losungsmittel kann mit Hilfe der
hiufig verwendeten Er(30)-Skala verglichen werden (REICHARDT & SCHAFER,
1995; REICHARDT, 1994). Fiir die verwendeten Losungsmittel gelten folgende
Er(30)-Werte:  Wasser 63,1 kcal/mol; Methanol 55,4 kcal/mol;  Ethylacetat
38,1 kcal/mol; Cyclohexan 30,9 kcal/mol. Als Mal} fiir die Menge der Metaboliten in
den jeweiligen Fraktionen diente die dort bestimmte Radioaktivititsmenge.

3.4.1 Gasphase und Adsorption an Glas

Die paraffinierte Glaswolle bietet eine gute Adsorptionsflache fiir verdunstete
lipophile Stoffe. Hierzu zéhlt vor allem das eingesetzte NP selbst, da es einerseits mit
einem log Kow von 4.48 stark lipophile Eigenschaften besitzt, andererseits durch die
hohe Wasserdampffliichtigkeit leicht in die Gasphase iibergehen kann (s. 3.1.3). Durch
das Spiilen der Versuchsflasche mit Aceton wurde die mogliche Adsorption von NP an
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Glas beriicksichtigt. Weiterhin war denkbar, dass Abbauprodukte an das Glas
adsorbieren konnten oder in die Gasphase iibergingen.

In allen aufgearbeiteten Ansdtzen war die wiedergefundene Radioaktivitidt bei der
paraffinierten Glaswolle in Bezug auf die applizierte Menge mit 0,1-0,3% sehr gering
(s. 2.5.8). Weiterhin lieBen sich keine zeitabhingigen Trends in dieser Fraktion
erkennen. Nach DC-Analyse befand sich in den Extrakten der paraffinierten Glaswolle
tiberwiegend (> 85 %) das eingesetzte NP-Isomer. Es ist insgesamt davon auszugehen,
dass die Verdunstung von NP in Belebtschlamm, im Gegensatz zu wissrigen
Losungen (s. 3.1.3), kaum eine Rolle spielt.

Die Radioaktivitdtsbestimmung der Acetonfraktion, mit dem die Glasoberfliche der
Versuchsflasche gespiilt wurde, ergab durchgingig geringe Radioaktivititsmengen
von ca. 0,1% der applizierten Menge. Nach DC-Analyse befanden sich in dieser
Fraktion mehrere radioaktive Substanzen, darunter das eingesetzte NP-Isomer mit
stark schwankenden Anteilen. Dabei wurden Reste des Belebtschlamms durch das
Aceton abgelost, die vermutlich einen wesentlichen Beitrag zu dieser Fraktion
leisteten. Insgesamt besall die Adsorption an Glas bei diesen Experimenten einen
vernachlidssigbaren Einfluss auf die Gesamtbilanz (s. 3.1.2).

3.4.2 Wasserdampfdestillation und Kinetik des NP-Abbaus

Unter der Kinetik des NP-Abbaus wird die Geschwindigkeit des Konzentrationsabfalls
der eingesetzten NP-Isomere in Belebtschlamm verstanden. Die Grundlage fiir die
Konzentrationsbestimmung  stellte die Wasserdampfdestillationsextraktion —mit
anschlieender Quantifizierung durch radioanalytische Methoden dar (s. 2.5.2.2). In
dieser Fraktion wurden deutliche Unterschiede im Abbauverhalten des linearen NP-
Isomers im Vergleich zum stark verzweigten 4-(3°,5°‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol
festgestellt (Abbildung 3.12).

Auffillig ist der starke Konzentrationsabfall des linearen NP-Isomers; bereits am
ersten Versuchstag liel sich kaum noch 4-n-NP in Belebtschlamm wiederfinden.
4-(3%,5°-Dimethyl-3-heptyl)phenol hingegen war nach einem Tag Versuchsdauer
noch zu 35% nachzuweisen. In beiden Fillen enthielten die Extrakte nach DC-Analyse
als einzige radioaktiv markierte Substanz das jeweilige NP-Isomer.
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Abbildung 3.12 Zeitlicher Verlauf der durch die Wasserdampfdestillation in Belebtschlamm
ermittelten Radioaktivitiitsanteile in Bezug auf die applizierte Radioaktivitit der eingesetzten '*C-
markierten NP-Isomere (Mittelwerte aus mind. zwei Parallelen): a) 4-n-NP; b) 4-(3¢,5¢‘-Dimethyl-
3¢-heptyl)phenol.

Da die eingesetzten Konzentrationen der NP-Isomere in Relation zur
Belebtschlammmenge klein waren, kann angenommen werden, dass die
Abbaugeschwindigkeit bei geringen NP-Mengen konzentrationsunabhéngig ist. Daher
lasst sich der NP-Abbau als eine Kinetik nullter Ordnung betrachten. Es gilt:

[Cnpl=NP-Konzentration

In——=—=—kt [Cnrlo=NP-Ausgangskonzentration

k=Geschwindigkeitskonstante

t=Zeit

Werden die gemessenen NP-Konzentrationen logarithmisch gegen die Zeit
aufgetragen, erhilt man aus der Steigung der Geraden die Geschwindigkeitskonstante
k. Im Falle des 4-n-NP wurde dabei nur der erste Versuchstag, bei 4-(3°,5‘-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenol die Daten bis einschlieBlich des siebten Versuchstages beriicksichtigt
(Abbildung 3.12). Man erhielt folgende Geschwindigkeitskonstanten:

4-n-NP k=5,11[d"]
4-(3*,5*-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol k=0,5[d"]

Das lineare Isomer wird also im Gegensatz zum stark verzweigten Isomer mit
anndhernd  zehnfacher Geschwindigkeit in  Belebtschlamm abgebaut. In
Voruntersuchungen konnte zudem gezeigt werden, dass in Belebtschlamm
Mikroorganismen existieren, welche bei schnellem Wachstum das lineare Isomer
4-n-NP als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen koénnen. Mit t-NP als
einziger Energie- und Kohlenstoffquelle wurde im Gegensatz dazu kein Wachstum
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beobachtet. Auf Agarplatten mit 4-n-NP als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle
konnten die zuvor gewonnen Fliissigkulturen nicht kultiviert werden (s. 2.5.8.7).

3.4.3 Analyse des Filtrats

Metaboliten, welche nach der ersten Filtration (s. Abbildung 3.11) im Wasser gelost
waren und nicht an die Feststoffmatrix des Belebtschlammes adsorbierten, lassen sich
iiberwiegend als polare Stoffe charakterisieren (s. 2.5.8.3). Stark polare Metaboliten
werden nach der gesamten Aufarbeitung eher im Wasser (E1(30) 63,1 kcal/mol) gelost
bleiben, wihrend weniger stark polare Stoffe durch das Ethylacetat (Er(30)
38,1 kcal/mol) extrahiert werden kénnen.

Das eingesetzte NP-Isomer wurde nahezu vollstindig bei der Wasserdampfdestillation
abgetrennt und konnte gemédll DC-Analyse weder in der Ethylacetatfraktion noch im
extrahierten Wasser nachgewiesen werden. Nachfolgend dargestellt sind die
Radioaktivititsmengen, welche sich nach dem Abfiltrieren des Feststoffs im Wasser
insgesamt befanden bzw. sich aus dem Wasser durch eine fliissig-fliissig-Extraktion
mit Ethylacetat in die organische Phase iiberfiihren lieBen (Abbildung 3.13).

Bei beiden Isomeren kam es in den ersten drei Tagen zu einem starken Anstieg der
wasserloslichen ~ Metaboliten,  gefolgt von  einer langsamen,  stetigen
Konzentrationsabnahme. Im Falle des linearen Isomers traten dabei die mit Ethylacetat
extrahierbaren Metaboliten in deutlich geringerer Menge auf, wobei die Metaboliten
des 4-(3°,5°-Dimethyl-3°-heptyl)phenols im Filtrat einen vergleichsweise hoheren
Anteil in Bezug auf die applizierten Radioaktivitit besaen. Die nach der Extraktion
mit Ethylacetat im Wasser verbleibende Radioaktivitdt war allerdings mit 9-13 %
nahezu konstant (Ausnahme: Tag 1, 4-(3°,5-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol).
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Abbildung 3.13 Zeitlicher Verlauf der wiedergefundenen Radioaktivititsanteile in der
wasserloslichen Fraktion und der daraus gewonnenen Ethylacetatfraktion in Bezug auf die
applizierte Radioaktivitiit der eingesetzten 4C-markierten NP-Isomere (Mittelwerte): a) 4-n-NP ;
b) 4-(3¢,5¢-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol.
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Die DC-Analysen der Ethylacetatfraktionen an verschiedenen Tagen zeigten deutliche
Unterschiede bei der stofflichen Zusammensetzung der Extrakte. Dies gilt auch fiir
den Vergleich der beiden Isomere nach gleicher Versuchsdauer. Selbst zwischen den
parallelen Ansdtzen waren teilweise erhebliche Abweichungen zu erkennen, wobei
diese nach einem Tag noch gering waren, mit zunehmender Versuchsdauer aber
groBer wurden. Hingegen war der radioaktive Anteil dieser Fraktionen reproduzierbar,
die Abweichungen betrugen gemil einfacher Standardabweichung nicht mehr als 3 %
in Bezug auf die applizierte Radioaktivitét.

Exemplarisch ist der zeitliche Verlauf der Radio-DC-Peaks aus der Ethylacetatfraktion
einer Versuchsreihe mit 4-(3°,5‘-Dimethyl-3°-heptyl)phenol dargestellt (Abbildung
3.14).
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Abbildung 3.14 DC-Analysen (Hexan : Ethylacetat : Essigsdure : 50:50:1 v/v/v) der
Ethylacetatextrakte bei Verwendung von 4-(3¢,5¢-Dimethyl-3¢-heptyl)phenol.

Wihrend die absolute Radioaktivititsmenge in den dargestellten Ethylacetatextrakten
bis zum dritten Tag anstieg, lie sich bei Verwendung von 4-(3°,5‘-Dimethyl-3°-
heptyl)phenol ein Peak (R-Wert 0,25-0,26) fast ausschlieBlich am ersten Versuchstag
beobachten. Aufgrund der geringen Matrixbelastung der Ethylacetatextrakte insgesamt
und der reproduzierbaren Produktion des gut separierbaren und dominierenden
Metabolitenpeaks wurde dieser fiir eine spitere Isolation ausgewdhlt (s. 3.5.1).

Die Stoffe, welche nach der Ethylacetatextraktion im Wasser gelost verblieben,
konnten nur unzulidnglich analysiert werden. Problematisch war hier bereits das
Auftragen sauberer Banden auf die DC-Platte, moglicherweise bedingt durch einen zu
hohen Salzgehalt. Durch Verwendung eines polaren Laufmittels gelang zwar eine DC-
Trennung der Extrakte, ohne jedoch definierte Peaks zu liefern (s. 2.5.8.3).
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3.4.4 Analyse der Soxhletextrakte

Metaboliten, welche nach der Filtration am Feststoff adsorbiert bleiben und durch eine
Soxhlet-Extraktion mit Methanol (E(30) 55,4 kcal/mol) abgeldst werden, konnen
tiberwiegend als schwach polare, schlecht wasserlosliche Metaboliten charakterisiert
werden (s.2.5.8.4). Die erhaltenen Extrakte waren schwach gelb gefirbt, beim
Eindampfen des Losungsmittels fiel in einigen Fillen Festsubstanz aus.

In dieser Fraktion konnten keine zeitabhingigen Tendenzen beim Vergleich der
Radioaktivititsmengen gefunden werden. Zuriickzufithren sind die beobachteten
Schwankungen wahrscheinlich auf die besonderen Bedingungen wihrend der Soxhlet-
Extraktion, da der Feststoff aufgrund hoher Radioaktivititsmengen zusdtzlich mit
Filterpapier umschlossen war. Das Fehlen einer Tendenz war auch darin begriindet,
dass die prozentuale Wiederfindung der Radioaktivitit in allen Extrakten @hnliche
Werte besaB3. Es ist daher sinnvoll einen Mittelwert iiber alle gemessenen Extrakte
anzugeben:

7,1+£3,4 % (Menge der applizierten Radioaktivitit)

Der Fehler ergibt sich aus der einfachen Standardweichung.

Unter Beriicksichtigung einer schwankenden Gesamtextraktionsausbeute zeigte sich
dennoch bei den DC-Analysen eine nachvollziehbare Konzentrationsinderung
einzelner Peaks iiber die gesamte Versuchsdauer (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15 DC-Analysen (Hexan : Ether : Essigsiiure : 50:50:1 v/v/v) der Methanolextrakte
nach Soxhlet-Extraktion des Feststoffes bei Verwendung von 4-(3¢,5¢-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol
(R-Wert: 0,62).

Auffallend sind die betridchtlichen Mengen der wiedergefundenen Ausgangssubstanz
4-(3°,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol (Ry-Wert: 0,62). Ein grofer Teil des durch die
Wasserdampfdestillation (Extraktionsausbeute 94+4%) nicht abgetrennten NP konnte
also durch eine Soxhlet-Extraktion mit Methanol vom Feststoff abgelost werden.
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Zudem wurden in dieser Fraktion mindestens zwei Stoffe (Re-Werte: 0,82 und 0,90)
gefunden, welche gemill der DC-Analyse weniger polar (grofere Ri-Werte) als NP
waren.

3.4.5 Analyse der Feststoffe

In dieser Fraktion wird die Radioaktivitdt der Festphase bestimmt, welche nicht durch
die vorangehenden Aufarbeitungsschritte extrahiert wurde. Grundsitzlich lassen sich
zusitzliche Extraktionsschritte mit variierenden Bedingungen (z. B. Losungsmittel,
pH-Wert, Temperatur, Druck) anschlieBen, um eine erschopfende Extraktion zu
erreichen; fiir die Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung war dies hingegen nicht
erforderlich. Die Bestimmung der Radioaktivitit erfolgte durch vollstindige
Verbrennung des organischen Kohlenstoffs in einer speziellen Verbrennungsapparatur
(s.2.5.6.2).

Die Feststofffraktionen hatten in den ersten drei Tagen im Vergleich zu den anderen
Fraktionen den groften Anteil an der wiedergefundenen Radioaktivitit, bei tendenziell
unterschiedlichem Konzentrationsverlauf der getesteten Isomere (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16 Zeitlicher Verlauf der an den Feststoff gebundenen Radioaktivititsanteile in
Bezug auf die applizierte Radioaktivitit der eingesetzten '‘C-markierten NP-Isomere
(Mittelwerte aus jeweils zwei Parallelen): a) 4-n-NP; b) 4-(3¢,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol.

Wihrend bei Verwendung des linearen Isomers der Maximalwert bereits nach dem
ersten Tag mit ca. 44 % der applizierten Radioaktivitit erreicht war und in der Folge
exponentiell abnahm, wurde bei Applikation des verzweigten Isomers ein
Maximalwert von 45 % erst nach 3-4 Tagen erreicht. Ein groBer Teil der applizierten
Radioaktivitdt wurde also vor allem in den ersten Tagen am Feststoff gebunden.

Bei den TS-Gehalten der verwendeten Belebtschlammchargen (2,6-3,8 g/l; s. Anhang)
ergab die Berechnung der einfachen Standardabweichung eine Schwankungsbreite von
ca. 15 % bei einem Gliihverlust von 70,1 + 5,3 % d.TS.
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3.4.6 Mineralisierung

Die Quantifizierung der Mineralisierung erfolgte iiber die Bestimmung des vom
Natronkalk gebundenen 14C02 (s.2.5.6.3). Daher war von Bedeutung, welche
Kohlenstoffatome des NP-Molekiils '“C-markiert sind und welche nicht. Beide
verwendeten *C-markierten Isomere waren uniform ringmarkiert, d. h. nur bei den
Kohlenstoffatomen des aromatischen Ringes lagen zufillig verteilte Markierungen
vor, wobei allen Kohlenstoffatomen die gleiche Gewichtung zukam. Nicht markiert
waren die Atome der Alkylseitenketten, so dass liber deren Mineralisierung prinzipiell
keine Aussagen getroffen werden konnten. Besondere Bedeutung erhilt dieser
Sachverhalt angesichts des Abbaus der verzweigten Isomere des t-NP durch isolierte
Mikroorganismen. Danach kdnnen bestimmte Bakterien t-NP als einzige Energie- und
Kohlenstoffquelle nutzen, ohne die Alkylseitenketten wesentlich zu verdndern (FUJIL
et al., 2000; FUJII et al., 2001). Wenn im folgenden also von Mineralisierung
gesprochen wird, ist nicht sichergestellt, ob wirklich alle Kohlenstoffatome des NP-
Molekiils zu CO, veratmet wurden. Ein Vergleich der
Mineralisierungsgeschwindigkeiten zwischen beiden Isomeren war dennoch moglich,
da beide Isomere uniform ringmarkiert waren. Dabei war im Gegensatz zum
verzweigten NP-Isomer eine deutlich raschere Mineralisierung des 4-n-NP zu
beobachten (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17 Zeitlicher Verlauf des entstandenen '*CO, in Bezug auf die applizierte
Radioaktivitiit der eingesetzten '‘C-markierten NP-Isomere (Mittelwerte aus mind. zwei
Parallelen): a) 4-n-NP; b) 4-(3¢,5¢-Dimethyl-3¢-heptyl)phenol (mgl. Fehler bei Tag 24, s. 3.4.7).

Nach dem ersten Versuchstag waren 5% des 4-n-NP mineralisiert, nach sieben Tagen
mehr als 40%. Im Gegensatz dazu wurden von der als 4-(3°,5‘-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenol applizierten Radioaktivitit nach dem ersten Tag 1,6% und nach
sieben Tagen nur ca. 20% als "co, wiedergefunden. Der zunichst gemessene Wert
des Tages 24 in den Versuchsreihen mit 4-(3°,5°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol konnte
nicht verwendet werden, da nachfolgende Experimente eine mogliche vorzeitige
Absittigung der verwendeten Natronkalkcharge nach 7-10 Tagen nahe legten. Durch
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Betrachtung der Gesamtbilanzen liel sich dieser Wert allerdings mit 40+5 %
abschitzen (s. 3.4.7). Davon unabhiingig zeigte sich in den ersten sieben Tagen eine
anndhrend doppelt so hohe Mineralisierungsrate des 4-n-NP gegeniiber dem
verzweigten Isomer.

3.4.7 Bilanzierung

Die gesamte Wiederfindung der Radioaktivitit in den einzelnen Versuchsansitzen lag
bei Verwendung des 4-(3°,5°‘-Dimethyl-3°-heptyl)phenols bei 89,0%-104,0% und war
damit besser als in den Ansitzen mit 4-n-NP, welche eine gesamte Wiederfindung von
70,2%-91,6% aufwiesen. Die Mittelwerte der Wiederfindungsraten sind wie folgt, der
Fehler ergibt sich aus der einfachen Standardabweichung:

4-n-NP : 80,7£7,7 % 4-(3°,5°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol : 94,9+4,9 %

Die allgemein schlechteren Wiederfindungsraten bei Verwendung von 4-n-NP konnen
nicht erkldrt werden; die Applikation und Aufarbeitung war bei allen Ansitzen
identisch (s.2.5.8). Nicht beriicksichtigt wurden zwei Ansitze (Tag 24 in zwei
Parallelen, 4-(3°,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol), in denen wahrscheinlich nur ein Teil
des entstandenen 14C02 durch das Natronkalk absorbiert wurde. Diese beiden Ansitze
hatten eine gesamte Wiederfindungen von 74,1 % und 72,0 %.

3.4.8 Sterile Ansditze

Es wurden Blindproben (2 Parallelen pro Isomer) mit autoklaviertem Schlamm
durchgefiihrt, um abzusichern, dass der beobachtete Metabolismus tatsdchlich von
Mikroorganismen verursacht wurde. Dabei war zu beriicksichtigen, dass die
Sterilisation eine physikalische bzw. strukturelle Verdnderung des Schlammes
hervorrief, so dass physikalische und mikrobielle Vorginge nicht vollstindig getrennt
voneinander untersucht werden konnten. Nach 28 Tagen wurden in diesen
Blindproben ca. 55 % (Mittelwert aus 4 Parallelen, 2 pro Isomer) der applizierten
radioaktiven Substanz mit Hilfe der Wasserdampfdestillation extrahiert. In der darauf
folgenden Soxhlet-Extraktion des Feststoffes befanden sich im Methanolextrakt
durchschnittlich ca. 10 %; im Feststoff selbst konnten ca.25 % der eingesetzten
Radioaktivitit wiedergefunden werden. Alle weiteren Fraktionen enthielten einen
Radioaktivitdtsanteil von weniger als 1%, insbesondere die CO;-Fraktion wies
lediglich einen Anteil von 0,05 % auf. Dabei konnte in Radio-DC-Analysen aller
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analysierbaren Fraktionen nahezu ausschlieBlich (> 98 %) das jeweils eingesetzte NP-
Isomer nachgewiesen werden.

3.4.9 Diskussion

Literaturdaten behandeln die NP-Isomere in der Regel als Gesamtheit oder wurden mit
dem einzigen kiduflichen NP-Isomer 4-n-NP gewonnen, welches im t-NP nicht
enthalten ist. Erkenntnisse aus dem Bereich der PCB-Forschung belegen allerdings
zum Teil erhebliche Unterschiede bei der toxikologischen Bewertung oder dem
chemisch-physikalischen Verhalten bestimmter Isomere (HANSEN, 1998), so dass
eine differenzierte Betrachtung der Isomere auch bei NP geboten scheint. Allgemein
gilt in biologischen Systemen, dass kleine Verdnderung der Molekiilstruktur des
Substrats groe Affinitdtsunterschiede bei Substrat-Protein-Wechselwirkungen
hervorrufen kénnen (KOOLMAN & ROHM, 1994).

Die beiden untersuchten NP-Isomere 4-n-NP und 4-(3°,5‘-Dimethyl-3°-heptyl)phenol
sind in Bezug auf die Nonylseitenkette gegensitzlich. Die Alkylkette des linearen
4-n-NP besitzt keine Verzweigungen und ist somit geeignet gemill B-Oxidation
verstoffwechselt zu werden. Hinweise auf weitere Biotransformationsmoglichkeiten
des 4-n-NP liefern Versuche mit Pflanzenzellen, in denen eine Hydroxylierung der
Seitenkette festgestellt werden konnte (SCHMIDT et al., 2003; BOKERN et al., 1996;
BOKERN & HARMS, 1997). Das 4-(3°,5°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol hingegen ist
Bestandteil des t-NP und besitzt innerhalb der Alkylkette ein tertidres und ein
quarternidres Kohlenstoffatom. Diese Verzweigungsstellen sollten theoretisch ein
langsameres Abbauverhalten zur Folge haben (SCHAEFFER et al. 1979; BRITTON
1984).

Da NP unter anaeroben Bedingungen biologisch nicht transformiert wird, wurden die
Untersuchungen unter aeroben Bedingungen mit Belebtschlamm durchgefiihrt
(GIGER et al., 1984). Unter der Annahme, dass der aerobe Abbau des lipophilen NP-
Molekiils zunehmend polare Metaboliten erzeugt, kann der Metabolismus beider
Isomere in Grundziigen nachvollzogen und verglichen werden (HOPPER, 1991).

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist festzustellen, dass die erste
Biotransformation im Falle des 4-n-NP erheblich schneller verlduft als beim
verzweigten Isomer. Legt man eine Reaktionskinetik der nullten Ordnung zu Grunde,
wird das lineare Isomer mit etwa der zehnfachen Geschwindigkeit abgebaut als das
verzweigte. Diese beachtliche Differenz ist ein Hinweis darauf, dass divergente
Metabolismuswege beschritten werden. Die Unterschiede zwischen allen p-Isomeren
des t-NP in Belebtschlamm fielen in diesem Zusammenhang deutlich geringer aus
(s.3.7.2). Bereits nachgewiesene Abweichungen des physikalisch-chemischen
Verhaltens zwischen 4-n-NP und t-NP in Boden (DURING et al., 2002) sind ebenfalls
gering verglichen mit den gemessenen Unterschieden der Abbaugeschwindigkeiten.
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Eine Adaptionsphase der Mikroorganismen an NP scheint, wie auch beim Abbau von
NP in Boden, nicht notwendig zu sein (TOPP & STARRATT, 2000). Es wurden
allerdings in einigen der verwendeten Belebtschlammproben geringe Mengen an t-NP
nachgewiesen (0 - 50 ug/kg TS).

In Bezug auf den Charakter der ersten Biotransformation ist nach den vorliegenden
Studien lediglich sicher, dass bei beiden Isomeren die Eigenschaft der
Wasserdampffliichtigkeit verloren geht. Theoretisch sollte eine Hydroxylierung der
Alkylkette oder des Ringsystems ein wahrscheinlicher erster Schritt des Metabolismus
sein, wodurch moglicherweise auch eine deutliche Verminderung der hormonellen
Wirksamkeit hervorgerufen wiirde (BOKERN et al., 1997; TABIRA et al., 1999;
HOPPER, 1991).

Schwach polare Metaboliten (Begriffsdefinition s. 3.4.4) werden in den gezeigten
Untersuchungen bereits am ersten Versuchstag in relativ groer Menge gebildet und
besallen gemessen an der gesamten applizierten Radioaktivititsmenge einen relativ
konstanten Anteil, so dass eine dhnlich hohe Bildungs- und Abbaurate der in dieser
Fraktion befindlichen NP-Metaboliten angenommen werden kann. Auffillig waren
dabei zwei Metaboliten, die gemill DC-Analyse unpolarer als die Ausgangssubstanz
waren. Vorstellbar ist — wenn man von Chromatographie-Artefakten absieht - hier
z. B. die Bildung von Alkoxy-Derivaten des NP.

Unabhédngig von der Versuchsdauer war der Anteil wasserloslicher, polarer
Metaboliten (Begriffsdefinition s. 3.4.3) beim verzweigten Isomer erheblich grofler als
beim linearen Isomer. Denkbar ist, dass bei den Metaboliten des 4-(3°,5‘-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenols dieser Fraktion immer noch die tertidren und quaternidren
Kohlenstoffatome der Ausgangsverbindung vorhanden waren, welche den weiteren
enzymatischen Abbau hemmten und daher gewissermaf3en angereichert wurden.

In Bezug auf die Mineralisierung von NP in Belebtschlamm sind Literaturdaten
vorhanden, welche unter aeroben Bedingungen fiir ['*C(U)]-4-n-NP eine
Mineralisation von 50-55 % (nach 20 d) angeben (HESSELSOE et al 2001). Von
Seiten der t-NP-Produzenten wurden nur etwas geringere Mineralisierungsraten fiir
t-NP nach der OECD-Methode 301B von 53 % (nach 28 d) bzw. 48 % (nach 35 d)
angegeben (WILLIAMSON & VARINEAU, 1996; STAPLES et al., 2001). Hiernach
wiirden die {iiberwiegend stark verzweigten Isomere des t-NP mit &hnlicher
Geschwindigkeit abgebaut wie das lineare 4-n-NP. Der in der vorliegenden Arbeit
erstellte direkte Vergleich zeigt hingegen eine annidhernd halb so grof3e
Mineralisierungsrate des 4-(3°,5°-Dimethyl-3°-heptyl)phenols. Beriicksichtigt man
zudem die Ergebnisse der Abbaukinetiken, kann das lineare Isomer insgesamt als
wesentlich  leichter abbaubar eingestuft werden als 4-(3°,5‘-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenol.

Ein groBer Teil der applizierten Radioaktivitit lief sich vor allem in den ersten Tagen
in der Feststofffraktion nachweisen. Da dieser Anteil mit zunehmender Versuchsdauer
sank, ldsst dies die Interpretation zu, dass insbesondere beim 4-(3°,5°-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenol zunidchst vergleichsweise unpolare Metaboliten gebildet wurden,
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welche von der lipophilen Oberfliache der Belebtschlammpartikel adsorbiert wurden
und in die Feststoffmatrix diffundierten. Die Ergebnisse der autoklavierten Ansétze
belegen dieses Verhalten fiir beide NP-Isomere. Nahm in der Folge die Konzentration
dieser Metaboliten im Medium ab, diffundierten sie langsam aus der Feststoffmatrix in
das Medium, so dass die nachgewiesene Radioaktivitit dieser Fraktion mit der Zeit
stetig abfiel. Mit zunehmender Metabolisierung der ablosbaren Stoffe sollten dann
Anteile an unloslicher Radioaktivitit verbleiben, welche z.B. durch Einbau von
Molekiilfragmenten in die Biomatrix entstehen.

Die chromatographische Auftrennung der Extrakte gelang umso besser, je unpolarer
die Inhaltsstoffe waren. Dabei zeigte der Vergleich der DC-Chromatogramme
entsprechender Extrakte aus Ansitzen mit beiden Isomeren, nach der Anzahl und den
Re-Werten gemessener Peaks, eine stark unterschiedliche Zusammensetzung auf, was
auf divergierende Metabolismuswege hinweist. Ahnliche Hinweise lieferten auch die
Wachstumsversuche mit Anreicherungskulturen, welche nur bei Verwendung von
4-n-NP Wachstum zeigten.

Beobachtete Abweichungen der Metabolitenzusammensetzung, zum Teil auch
zwischen parallelen Ansidtzen, konnten mit Verdnderungen des komplexen
Belebtschlammes, z. B. in Bezug auf den TS-Gehalt oder die Biozonose, erklart
werden, da die Parallelen zu verschiedenen Zeitpunkten und daher mit verschiedenen
Belebtschlammchargen  durchgefiihrt wurden. So kann der TS-Gehalt
(Schwankungsbreite ca. 15 %) des Belebtschlammes als grobes Mal fiir die Menge
der Biomasse und fiir die Menge an adsorptionsfiahiger Matrix angenommen werden.
Ein hoher TS-Gehalt (bzw. dessen Gliihverlust) wird daher das Ausmaf} der
Biotransformation und Adsorptionsvorginge erhohen.

Zusammenfassend ldsst sich ableiten, dass beide Isomere wahrscheinlich auf
unterschiedliche =~ Weise metabolisiert wurden. Dies betrifft sowohl die
Geschwindigkeit des Abbaus, als auch die beschrittenen Metabolismuswege. Exakte
Aussagen iiber den Metabolismus organischer Substanzen in Belebtschlamm sind
jedoch auf Grund der komplexen Biozonose kaum zu treffen. So sind am Abbau
organischer Substanzen in Belebtschlamm nicht nur Bakterien, sondern auch
eukaryotische Mikroorganismen und Kleintiere (z.B. Wiirmer, Mollusken) beteiligt
(SCHLEGEL, 1992). Es war in der vorliegenden Arbeit daher sinnvoll, nur in
grofleren Anteilen gebildete Metaboliten eingehender zu untersuchen.

3.5 Metabolitenuntersuchungen

Aufbauend auf den allgemeinen Metabolismusstudien von definierten NP-Isomeren
(s.3.4) wurde versucht, einen NP-Metaboliten des Isomers
4-(3°,5°-Dimethyl-3-heptyl)phenol aus Belebtschlamm zu isolieren und zu
charakterisieren. In der Literatur wurden bislang vereinzelt Metaboliten von
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verzweigten NP-Modellisomeren beschrieben, etwa in Kulturen von Sphingomonas
TTNP3 (CORVINI et al., 2004), in Pflanzen-Suspensionskulturen (SCHMIDT et al.,
2004) oder in bestimmten tierischen Organismen (MELDAHL et al., 1996; LALAH et
al., 2003). Besonderes Interesse besitzt die Fragestellung, ob bei den verzweigten
Isomeren des t-NP in Belebtschlamm zunichst die aromatische Ringstruktur gespalten
oder zuvor die Alkylkette biologisch transformiert wird, da nach der Ringspaltung
mogliche Metaboliten keine hormonelle Wirksamkeit mehr besitzen sollten
(WITORSCH, 2000; MUELLER & KIM, 1978). Aus diesem Grund war ein friihes
Auftreten des zu isolierenden Metaboliten ein Auswahlkriterium. Weitere Kriterien
ergaben sich aus experimentellen Uberlegungen, so sollte der zu analysierende
Metabolit reproduzierbar und in vergleichsweise groBer Menge gebildet werden, sich
aus dem Belebtschlamm leicht in eine wenig matrixbelastete Losung iiberfiihren lassen
und durch chromatographische Methoden gut separierbar sein. Die Untersuchungen
wurden unter Beimengung von ["*C(U)]-4-(3%,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol
durchgefiihrt, um im Belebtschlamm Metaboliten des NP zuordnen zu konnen.

Zusitzlich wurden drei Referenzsubstanzen ausgewihlt, die strukturelle Ahnlichkeiten
mit moglichen Metaboliten besitzen (Abbildung 3.18). Alle Strukturuntersuchungen
des aufgereinigten Metaboliten wurden parallel mit diesen Substanzen und t-NP

durchgefiihrt.
H,C CHC%H Os_-CH,
CH, 8
OH OH
OH OH OH
a) b) c)

Abbildung  3.18  Chemische  Strukturen der verwendeten  Referenzsubstanzen:
a) 4-Methylbrenzcatechin; b) 4-tert-Butylbrenzcatechin; ¢) 4-Hydroxyacetophenon.

3.5.1 Produktion und Aufreinigung der Metaboliten

Mit Hilfe der zuvor durchgefiihrten Metabolismusstudien von Einzelisomeren wurde
ein Metabolit ausgesucht, welcher sich nach 24 h Versuchdauer bildete und sich im
klaren Ethylacetat-Extrakt als ein dominierender Peak der DC gut separieren lie3. Die
genauere HPLC-Analyse eines Isolats dieses Peaks wies allerdings das Vorhandensein
zweier Substanzen (M1 und M2, Abbildung 3.19) nach.
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Abbildung 3.19 Radio-HPLC-Chromatogramm der Metaboliten M1 und M2 nach zweimaliger
Aufreinigung des Ethylacetatextraktes mittels priparativer DC (Retentionszeiten: 4-(3¢,5¢-
Dimethyl-3‘-heptyl)phenol - 30,99 min ; M2 - 20, 63 min ; M1 — 32,56 min).

Durch Variation der DC-Bedingungen und Anwendung von HPLC-Methoden konnten
beide Substanzen isoliert werden. Die Konzentration von M1 nahm dabei wéhrend der
Aufarbeitung stetig ab, so dass die Untersuchungen letztlich auf M2 beschrinkt
werden mussten. Folgende, schematisch dargestellte Schritte der Aufarbeitung wurden
bei der Isolierung durchgefithrt und mit radioanalytischen Methoden verfolgt
(Abbildung 3.20).

I Belebtschlammansatz I

I Wasserdampfdestillation I

| Extrakt |—

| Filtration des Rickstandes |

| feste Phase |—

| wéssrige Phase mit EtAc ausgeschittelt |

| wassrige Phase |—

|organische Phase 2 x mittels praparativer DC vorgereinigtl

ITrennung von M1 und M2 mittels praparativer HPLC I

I UV-Vis-Spektrum I I Massenspektrum I

Abbildung 3.20 Aufarbeitungsschema der Isolierung des Metaboliten M2

Zunidchst wurde die Reproduzierbarkeit des gesamten Verfahrens (Produktion und
Isolierung) mit relativ gering skalierten Ansédtzen (100 ml Belebtschlamm, 50 pg
NP-Isomer + 1,5x 10° dpm YC markierters NP-Isomer) iiberpriift. Hierbei wurden
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bezogen auf die eingesetzte Radioaktivitit etwa 1,5 % als Metabolit M2 im
aufgereinigten Zustand gewonnen. Die Identifizierung erfolgte {iiber die
Retentionszeiten der Radio-HPLC-Analyse. Aus diesen Ergebnissen konnte die
notwendige AnsatzgroBe (s.2.5.8.6) ermittelt werden, welche geniigend Substanz
liefern sollte, um eine GC/MS-Analyse und die Aufnahme photometrischer UV-Vis-
Spektren zu ermdoglichen.

Der préparative Ansatz zur Produktion des Metaboliten fiihrte, relativ betrachtet, nach
der Aufreinigung zu einer deutlich geringeren Menge des Metaboliten als in den
Voruntersuchungen. Von den eingesetzten 2 x 10’ dpm konnten lediglich 72480 dpm
des Metaboliten gewonnen werden. Dies entsprach bezogen auf die applizierte
Radioaktivitit einem Anteil von 0,3 %. Moglicherweise war eine geringere
Sauerstoffzufuhr, einerseits in Relation zur erhohten Schlammmenge, andererseits
durch eine notwendige geringere Drehfrequenz des Schiittlers wihrend der Inkubation,
fir diesen Unterschied verantwortlich. Unter der Annahme, dass der aromatische
Charakter bzw. die Ringkohlenstoffe des NP bei M2 erhalten blieben (s. 3.5.2),
entsprachen 72480 dpm 3,44 x 10® mol, welche erfahrungsgemill ein deutlich
erkennbares UV-Vis-Signal liefern (FRIEDEL & ORCHIN, 1951).

Des weiteren wurde der Einfluss der Wasserdampfdestillation auf den Metaboliten
untersucht, da bei den gewdhlten Bedingungen (100°C, pH 1-2, H,O) bestimmte
chemische Verbindungen instabil sind. Fiir die Ausbeute und Retentionszeiten (DC,
HPLC) dieses Metaboliten war es dabei unerheblich, ob eine Wasserdampfdestillation
durchgefiihrt wurde oder nicht.

3.5.2 UV-Vis Untersuchungen

UV-Vis-Analysen dienen vornehmlich zur Identifizierung von bestimmten
funktionellen Gruppen innerhalb eines Molekiils. Dabei lassen sich insbesondere
konjugierte Doppelbindungssysteme (z. B. Aromaten) durch charakteristische,
intensive  Absorptionsbanden nachweisen. Substanzen mit einfachen, nicht
konjugierten Chromophoren absorbieren im fernen UV, bei meist starker Uberlappung
der Absorptionsbanden, so dass diese Spektralbereiche nicht verwendet werden
konnen. Die Spektren wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl mit Hilfe der
Photomesszelle des HPLC-Systems erstellt (System 1), als auch mittels eines
Einstrahlphotometers, um genaue Werte fiir die Extinktion bei einer bestimmten
Wellenldnge zu erhalten (s. 2.5.5.2).

Da der Radio-Detektor des HPLC-Systems mit dem UV-Vis-Detektor gekoppelt war,
lieBen sich die Signale unter Beriicksichtigung einer zeitlichen Differenz einander
zuordnen. Der Vergleich der Chromatogramme zeigte ein deutliches UV-Signal
(Absorption bei 280 nm), welches dem Radiosignal von M2 entsprach. Des weiteren
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lieBen sich mit dem HPLC-System vollstindige UV-Vis-Spektren aufnehmen
(s. Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21 HPLC-Chromatogramme und UV-Vis-Spektrum von M2 (priparativer Ansatz):
a) HPLC-Chromatogramm bei einer Absorptionswellenlinge von 280 nm ; b) Radio-HPLC-

Chromatogramm; c¢) UV-Vis-Spektrum von M2 bei einer Retentionszeit von 16,04 min.

Identische UV-Vis-Spektren wurden durch direkte Messung des gereinigten M?2-
Extraktes im Photometer erhalten. Hierdurch konnten die Wellenlidngen der
beobachteten Absorptionsmaxima und die dazugehorigen Extinktionen ermittelt
werden. Mit Hilfe der konzentrationsabhingigen Extinktionswerte lieBen sich
schlieBlich, bei Kenntnis der gelosten Stoffmenge, mit Hilfe des Lambert-Beer“schen
Gesetzes die wellenldngenspezifischen molaren Extinktionskoeffizienten berechnen
(Tabelle 3.5).

Die Standardsubstanzen wurden in zwei verschieden Konzentrationen vermessen, die
Messungen des Metaboliten M2 wurden unter Verwendung der gesamten isolierten
Substanzmenge  vorgenommen. Da  4-(3°,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol  als
Referenzsubstanz nur in geringen Mengen vorlag, wurden UV-Vis-Spektren von t-NP
als Vergleichsstandard herangezogen. Losungsmittel war in allen Féllen Methanol.
Tabelle 3.5 UV-Vis-Absorptionsbandenmaxima und die dazugehorigen molaren

Extinktionskoeffizienten des Metaboliten M2 und der Referenzsubstanzen in Methanol im
Messbereich von 200-600 nm.

Substanz Absorptionsbandenmaximum molarer
[nm] Extinktionskoeffizient ¢
M2-Metabolitenextrakt 2772 7300
359,6 2700
t-NP 2717,2 1900
4-Methylbrenzcatechin 283,6 1700
4-tert.-Butylbrenzcatechin 280,6 3600

4-Hydroxyacetophenon 283,6 14100
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3.5.3 GC/MS-Untersuchungen

GC/MS-Analysen unbekannter Substanzen sind in der Regel nur schwierig
durchzufiihren. Dies liegt unter anderem an fehlenden Kenntnissen {iiber die
Fliichtigkeit bzw. iiber die thermische Stabilitdit der Substanz. Das TIC des
unveridnderten Metabolitenextrakts war in diesem Zusammenhang erwartungsgemaf
kaum auswertbar, da die Substanzen aufgrund der Aufarbeitung relativ polar sein und
daher eine geringe Fliichtigkeit besitzen sollten (s. 3.5.1). Es wurde deshalb versucht,
durch Derivatisierung des gesamten Metabolitenextrakts mit MSTFA eventuell
vorhandene funktionelle Gruppen (z.B. Alkohole, Phenole, Carbonsduren) zu
derivatisieren und somit allgemein die Fliichtigkeit der Inhaltsstoffe zu erhdhen
(s. 2.5.7.4). Dennoch war es moglich, dass M2 z. B. aufgrund thermischer Instabilitit
im TIC nicht sichtbar war.

Eine weitere Problematik ergab sich aus der groBen Anzahl chemischer Stoffe in
Belebtschlamm. Da Kapillarsdulen fiir die GC eine wesentlich hdohere
Trennstufenanzahl als HPLC-Siulen besitzen, werden Substanzen, welche in der
HPLC-Analytik  coeluieren, durch gaschromatographische Methoden weiter
aufgetrennt. Der empfindlichste priparative Aufreinigungsschritt fiir M2 wurde mit
Hilfe der Radio-HPLC durchgefiihrt, wobei offensichtlich einige Begleitsubstanzen
nicht abgetrennt wurden, welche sich erst bei der GC-Analyse nachweisen lie3en.
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Abbildung 3.22 TIC des Metabolitenextraktes: X: Verunreinigungen des MSTFA oder der
Losungsmittel; O: durch Datenbanken identifizierte Begleitstoffe im Metabolitenextrakt; M:
mogliche Peaks von M2.
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Durch die Verwendung von MSTFA, der HPLC-Laufmittel und der Losungsmittel
nach der Aufreinigung ergaben sich im Gas-Chromatrogramm weitere Peaks, welche
das Auffinden des gesuchten Metabolitenpeaks (M2) zusitzlich erschwerten. Viele der
im Metabolitenextrakt auftretenden Peaks konnten allerdings durch Vergleich mit
derivatisierten Standards und mit Hilfe von Datenbanken zugeordnet werden
(Abbildung 3.22).

In der Abbildung 3.22 mit "O" gekennzeichnete Stoffe wurden iiber eine Datenbank
mit hoher Wahrscheinlichkeit identifiziert, wobei es sich hauptsidchlich um Zucker
(z. B. D-Glucose, D-Xylose) handelte. Aufgrund der abgeschitzten Stoffmenge von
M2, welche auf Messungen der Radioaktivitit beruht, kann davon ausgegangen
werden, dass das entsprechende Signal des Massendetektors eine relativ hohe
Intensitit besitzt. Die massenspektroskopischen Zerfallsmuster moglicher Peaks von
M2 ("M") wurden auf Strukturmerkmale hin untersucht und mit den derivatisierten
Standards des NP und der Referenzsubstanzen verglichen. Dabei lieen sich lediglich
bei der GC-MS-Analyse des mit MSTFA derivatisierten tert-Butylbrenzcatechin
Ahnlichkeiten mit dem  Massenspektrum eines TIC-Doppelpeaks  des
Metabolitenextraktes (Retentionszeit 12,345 min und 12,513 min: m/z 228, 184, 147,
134, 110, 91, 77, 73, 57; s. Anhang) feststellen. Diese Fragmentionen bzw. deren
Massendifferenzen konnten allerdings, auBer m/z 91 und 77 fiir Aromaten, keiner
charakteristischen Gruppe zugeordnet werden.

Typische Verunreinigungen als Ursache der mit "M" gekennzeichneten Peaks wie
z. B. Weichmacher aus PE-Geriten oder GC-Saulenbluten konnten ausgeschlossen
werden. Letztlich lie} sich keiner der mit "M" gekennzeichneten Peaks eindeutig dem
isolierten radioaktiven Metaboliten M2 zuordnen.

3.5.4 Diskussion

Die gemessene UV-Adsorptionsbande des isolierten Metaboliten M2 bei 277,2 nm lag
in einem fiir Aromaten charakteristischen Bereich. Des weiteren lieferte der direkte
Vergleich der UV-Vis-Spektren von M2 mit demjenigen des t-NP einen Hinweis
darauf, dass der phenolische Kern des NP unveridndert geblieben war. Beide
Substanzen besaBlen eine Absorptionsbande mit einem Maximum bei 277,2 nm. Der
Metabolit M2 besall zusitzlich eine schwichere Bande mit einem Maximum bei
359,6 nm. Fiir die UV-Vis-Spektroskopie gilt: “Liegen zwei Chromophore oder
Auxochrome vor, welche voneinander durch isolierende Gruppen (z.B. -CH;-)
separiert sind, kann keine effektive Konjugation erfolgen und ihre spektralen
Eigenschaften konnen so behandelt werden, als ob es sich um zwei Molekiile handelt.*
(FRIEDEL & ORCHIN, 1951). Dieser Sachverhalt ist auf Grund der Alkylkette des
NP gut vorstellbar und wiirde bedeuten, dass M2 einen alkylierten phenolischen
Molekiilteil enthielt und, getrennt durch eine isolierende Gruppe (quarternires
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a-Kohlenstoffatom des eingesetzten NP-Isomers), einen weiteren Chromophor,
welcher die Absorptionsbande bei 359,6 nm verursachte.

Der berechnete molare Extinktionskoeffizient € der Absorptionsbande bei 277,2 nm
besal} einen fiir Aromaten charakteristischen Wert, war im Metabolitenextrakt jedoch
um den Faktor 3,8 grofler als bei NP-Standardlosungen. Bei dieser Berechnung waren
allerdings mehrere Fehlerquellen moglich; ein Vergleich der e-Werte konnte
demzufolge lediglich zur Abschitzung dienen.

Schwierig zu interpretieren war die Absorptionsbande bei 359,6 nm, welche auf ein
weiteres Doppelbindungssystem mit vier bis sechs konjugierten Doppelbindungen
hinwies. Unter  Beriicksichtigung der  Alkylkettenstruktur  des  4-(3°,5°-
Dimethyl-3‘-heptyl)phenols war die Bildung eines Konjugats nach vorheriger
Hydroxylierung der  Alkylseitenkette  denkbar, welches ein  komplexes
Doppelbindungssystem enthiilt.

Nach Ausschluss der im TIC des Metabolitenextraktes sichtbaren Peaks, welche durch
MSTFA verursacht wurden, zeigten vor allem die mit "O" und "M" gekennzeichneten
Peaks eine hohe Intensitdt. "O-Substanzen" wurden iiber Datenbanken als
Zuckerverbindungen identifiziert und besaen durchweg keine UV-Vis-Aktivitit, so
dass diese die gemessenen UV-Absorptionsbanden bei 277,2 nm und 359,6 nm nicht
hitten verursachen konnen. Bei den "M-Substanzen" hingegen besallen drei Signale
aromatische Ionenfragmente, welche fiir die UV-Absorptionsbande bei 277,2 nm
verantwortlich gewesen sein konnten.

Es wird deutlich, dass die durchgefiihrte Aufreinigung des radioaktiven Metaboliten
nicht ausreichte, um eine eindeutige Zuordnung der Peaks in der GC-MS-Analyse zu
ermoglichen. Die UV/VIS-Spektren des Photometers und der HPLC-Photomesszelle,
welche in Bezug auf Begleitsubstanzen eine hohere Trennschérfe besitzt, stimmten
hingegen {iberein, so dass das aufgenommene UV/VIS-Spektrum mit hoher
Wahrscheinlichkeit dem Radio-HPLC Peak von M2 zugeordnet werden konnte.
Insgesamt legten die Resultate der UV-Vis-Untersuchungen nahe, dass M2 einen NP-
dhnlichen  Phenolteil und einen  weiteren  unbekannten = Chromophor
(Doppelbindungssystem) besitzt, welche durch eine isolierende Alkylgruppe getrennt
sind.

3.6 Synthese von [*C(U)]-4-(3¢,6‘-Dimethyl-3¢-heptyl)phenol

In Gegenwart einer Lewis-Sdure (z.B. BF;) reagieren Alkohole mit Phenol gemal3 der
nach Friedel und Crafts (1877) genannten Alkylierung zu Alkylphenolderivaten. Die
freien Elektronenpaare des phenolischen Hydroxylsubstituenten dirigieren dabei iiber
mesomere Effekte das Elektrophil in die ortho- und para-Stellung, wobei mehrfach
substituierte Produkte hédufig auftreten.
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Die Reaktionsbedingungen und die AnsatzgroBe wurden der Literatur entnommen
(VINKEN et al., 2002). Zunidchst wurde die Reaktion ohne radioaktiv markierte
Edukte durchgefiihrt, um die analytischen Methoden zu erproben und
Referenzsubstanzen zu erhalten (s. 2.5.7.5). Nachfolgend wurde die Reaktion unter
Zusatz geringer Mengen an ['*C(U)]-Phenol wiederholt. Hierdurch wurden die
Reproduzierbarkeit der Synthese und die Radio-Analytik iiberpriift. Die absolute
AnsatzgroBBe dieser beiden vorbereitenden Synthesen entsprach derjenigen der
praparativen Synthese des [14C(U)]—4—(3‘,6‘—Dimethy1—3‘—heptyl)phenols.

Die Reaktionsprodukte der kalten und schwach heiflen Synthese wurden mittels DC
(Toluol:Methanol 9:1), HPLC (Elutionsprogramm I) und GC-MS (Messbedingungen
II) analysiert. Die Produktverteilung des Rohproduktes (Ausbeute 73-75 % d. Th.) war
gemdl  GC-MS-Analyse in  beiden Synthesen nahezu identisch  mit
4-(3¢,6°-Dimethyl-3-heptyl)phenol ~ als  Hauptprodukt (82 %) und zwei
Nebenprodukten (3 % und 9 %). Die Identifizierung des Hauptproduktes gelang mit
Hilfe des t-NP als Referenzsubstanz durch Vergleich der Retentionszeiten und
Massenspektren. Es lie3 sich dabei auch nachweisen, dass
4-(3¢,6°-Dimethyl-3°-heptyl)phenol ein Hauptisomer des t-NP ist (Peak 5 in
Abbildung 3.23 b); s. Anhang). Bei den Nebenprodukten handelt es sich nach Analyse
der Massenspektren (s. Anhang) mit hoher Wahrscheinlichkeit um das o-Isomer
2-(3%,6°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol (3 % des Rohproduktes) und das dialkylierte
o0-, p-Isomer 2,4-bis-[3°,6°‘-Dimethyl-3‘-heptyl]phenol (9 % des Rohproduktes). Dieses
Ergebnis entsprach dabei den theoretischen Vorhersagen einer Friedel-Crafts-
Alkylierung (VOLLHARDT, 1990). Der geringe Anteil der Nebenprodukte kann
durch eine sterische Hinderungen des volumindsen Alkylrestes zur phenolischen
Hydroxygruppe erklart werden.

Nach DC-Aufreinigung zweier isolierbarer Bereiche der priparativen Synthese
wurden diese separat analysiert. Sowohl Radio-DC- als auch Radio-HPLC-Analysen
zeigten reine Substanzen (>99%) mit Retentionszeiten, die den Referenzen aus den
Kontrollreaktionen entsprachen. GC-MS-Analysen wiesen erwartungsgemall leichte
Verunreinigungen des ['*C(U)]-4-(3¢,6°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenols mit
['*C(U)]-2-(3,6‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol von ca.2,5% auf, welche bei der
Berechnung der Gesamtausbeute beriicksichtigt wurden. Vom gewiinschten
['*C(U)]-4-(3,6‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol wurden nach Aufreinigung 18,87 MBq
(1,13 x 10° dpm) mit einer Reinheit von >97 % erhalten. Dies entsprach bezogen auf
die eingesetzte [*C(U)]-Phenol-Menge einer Gesamtausbeute von 58 % d.Th. Vom
aufgereinigten  o-, p-Isomer  2,4-bis-[3°,6°-Dimethyl-3‘-heptyl]phenol =~ wurden
2,66 MBq (1,6 x 10® dpm) mit einer Reinheit von >99 % erhalten. Die spezifische
Radioaktivitdt beider Produkte wird iiber die Herstellerangabe des [14C(U)]—Phenols Zu
298 MBq/mmol berechnet.
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3.7 Abbauverhalten der p-Isomere des technischen Nonylphenol-
Isomerengemisches in Belebtschlamm

Einer gleichzeitigen Untersuchung aller Isomere des t-NP sind aus analytischer Sicht
enge Grenzen gesetzt. Zum einen ist keine Trennmethode fiir die strukturell teilweise
sehr dhnlichen Isomere des t-NP bekannt, welche in der Lage ist alle Isomere zu
separieren. Des weiteren liefert bereits der Metabolismus eines einzelnen NP-Isomers
in Belebtschlamm ein nahezu uniiberschaubares Spektrum an Metaboliten (s. 3.4).
Dennoch lésst sich unter Verwendung der bis heute besten (gas-)chromatographischen
Trennungsmethode fiir t-NP zumindest die Abbaukinetik vieler Isomere bzw.
Isomerengruppen vergleichen. Eine wertvolle Hilfe ist dabei die Extraktion von NP
aus Belebtschlamm durch die Wasserdampfdestillation, welche ausreichend saubere
Extrakte liefert, um sie direkt in einer gaschromatographischen Analyse einzusetzen.

3.7.1 Gaschromatographische Auftrennung des Isomerengemisches

Grundlage fiir die gaschromatographische Analyse des t-NP war die Forschungsarbeit
von WHEELER et al. (1997), in der es gelang, die p-Isomere des t-NP mit Hilfe einer
speziellen 100 m-GC-Kapillarsdule und verschiedenen Analysetechniken (z.B.
Temperaturprogrammen) in 22 Signale aufzutrennen (s. 1.7). Fiir die meisten Signale
wurde auBerdem ein Massenspektrum erhalten, welches zur Aufkldrung bestimmter
Strukturmerkmale herangezogen werden konnte. Die genaue Struktur der im t-NP
vorkommenden Isomere ist bislang nur in Einzelféllen bekannt (KIM et al., 2004).

Mit Hilfe einer analogen 100 m-GC-Kapillarsdule wurde die beschriebene Analytik in
leicht abgewandelter Form etabliert und auf die vorliegende Problematik angewendet.
Es wurde ein isothermisches Temperaturprogramm bei 200°C verwendet, wobei
jedoch zu Beginn der Messung ein Temperaturgradient von 100°C auf 200°C
(5°C/min) vorgeschaltet wurde. Hierdurch konnte die Trennung im Vergleich zu
einem reinen isothermischen GC-Lauf leicht verbessert werden. Entsprechende
Temperaturprogramme mit einer isothermischen Trennungstemperatur von 160°C,
170°C, 180°C, 190°C wund 210°C fiihrten ebenfalls zu sehr guten
Trennungsergebnissen bei kleinen Unterschieden der relativen Retentionszeiten
einzelner Peaks. Diese Unterschiede konnten fiir eine Separation bestimmter Peaks
gezielt ausgenutzt werden. Das standardmiBig eingesetzte Temperaturprogramm bei
200°C ermoglicht eine gute Auftrennung der Isomere (15 integrierbare Peaks) bei
relativ kurzer Laufzeit. Eine Verringerung der Temperatur um 10°C fiihrte
durchschnittlich zu einer Verlidngerung des Laufes um 10-15 min. Nachfolgend
dargestellt ist ein GC-Chromatogramm unter Verwendung einer in der Literatur hdufig
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benutzten 30 m-GC-Kapillarsédule, verglichen mit einem Chromatogramm unter den
beschriebenen Standardbedingungen (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23 GC-FID-Chromatogramme der para-Isomere des t-NP: a) 30m-GC-Kapillarsaule
(System 2); b) 100m-GC-Kapillarsiule (System 1) (Nummerierung entspricht der in Abbildung
3.24).

Die Linearitét der 15 integrierbaren Peaks wurde mittels Standardlosungen iiber einen
Konzentrationsbereich von 10 pg/ml — 1 mg/ml {iiberpriift. Es ergaben sich lineare
Abhéngigkeiten der Konzentration zur integrierten Fldache mit
Regressionskoeffizienten > 0,98.

3.7.2 Isomerenverteilung wdhrend der mikrobiellen Umsetzungen des t-NP in
Belebtschlamm

Verglichen wurden die relativen Anteile einzelner Peaks der p-Isomere des t-NP in
den Wasserdampfdestillationsextrakten nach O h, 24 h, 48 h und 96 h Inkubationszeit
in Belebtschlamm (s. 2.5.2.2). In den sterilen Kontrollansdtzen wurde mittels NaN3 die
mikrobiologische  Aktivitit minimiert. Nachfolgende Abbildung zeigt die



Seite 76 3. Ergebnisse und Diskussion

Verdnderungen des t-NP-Isomerenmusters iiber den Inkubationszeitraum bei den
sterilen sowie den unsterilen Ansitzen (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24 Vergleich des Isomerenmuster von t-NP nach Inkubation in Belebtschlamm nach
0d, 2d und 4d (Mittelwerte aus drei Parallelen): a) sterile Ansitze; b) unsterile Ansiitze
(Nummerierung entspricht der in Abbildung 3.23 b).

Da die Peaks 5 und 6 in den Chromatogrammen nicht durchgéngig unterscheidbar
waren, wurden die Peaks zusammengefasst. Die sterilen Ansitze zeigten kaum
Verdnderungen des Isomerenmusters, wobei die Abweichungen fiir einige Isomere
groBer waren als die Schwankungen bei der Extraktion. Moglicherweise waren hierfiir
Unterschiede im physikalisch-chemischen Verhalten einzelner Isomere verantwortlich.
In den unsterilen Ansidtzen waren hingegen groBle Unterschiede zu erkennen. Dabei
lieBen sich fiir die meisten integrierten Peaks klare Tendenzen iiber die Zeit feststellen.
Abnehmende relative Anteile repridsentierten leichter abbaubare Isomere und
umgekehrt. Eine relativ bessere Abbaubarkeit lie sich besonders bei den Peaks 2 und
13 feststellen, wihrend andere p-Isomere (z. B. Peak 8 und 11) offenbar schwerer
abgebaut wurden.
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Des weiteren wurden parallele Messungen von nicht dotierten Belebtschlammproben
durchgefiihrt, wobei in einigen Fillen geringe Mengen an t-NP nachgewiesen werden
konnten. Die Isomerenverteilung dieser Proben entsprach mit hoher Ubereinstimmung
derjenigen nach 96 h Versuchsdauer. Vor allem die Peaks 2 und 13 zeigten auch hier
einen sehr geringen Anteil von 1,9 % und 3,2 % an der Gesamtheit aller p-Isomere, im
Gegensatz zu 9,6 % und 10,0 % im authentischen t-NP.

3.7.3 Diskussion

Untersuchungen zum Abbauverhalten einzelner Isomere des t-NP in Belebtschlamm
fehlen in der Literatur vollstdndig. Mit der meist verwendeten Routineanalytik (25-
30 m-GC-Kapillarsdulen) lassen sich nur schlecht Unterschiede im Isomerenmuster
erkennen, so dass alle Isomere als anndhernd gleich gut abbaubar gelten (TOPP &
STARRATT, 2000). Gestiitzt wird diese Schlussfolgerung mit Untersuchungen des
t-NP-Abbaus durch isolierte Mikroorganismen, in denen sich die Nonylreste aller
Isomere als Nonanole nahezu unveridndert anreicherten (CORVINI et al., 2004; FUJII
et al., 2000; FUJII et al., 2001).

Die genauen Strukturen der Isomere sind bislang nicht vollstindig bekannt, so dass
Zusammenhidnge zwischen der Verzweigungsstruktur der Alkylkette und der
Abbaukinetik noch nicht eindeutig rekonstruiert werden konnen. Die Aufkldrung
dieser Strukturen ist zur Zeit Gegenstand aktueller Forschungen.

Auffillig in der vorliegenden Arbeit war indessen, dass alle Isomere, welche laut
WHEELER et al. (1997) zur Gruppe der a-Dimethyl-konfigurierten p-Isomere zéhlen,
eher schnell abgebaut wurden, wohingegen die Isomere mit a-methyl- und o-methyl-,
a-propyl-Konfiguration einem relativ langsamen Abbau unterlagen.

Besonders auffillig waren die beiden haufigsten Isomere des t-NP (Peaks 2 und 13)
auf Grund ihrer hohen Abbaugeschwindigkeit. Die chemischen Strukturen der
Hauptbestandteile dieser Peaks wurden bereits als 4-(1°,1°,3-Trimethyl-hexyl)phenol
(Peak 2) bzw. 4-(1°1°2‘-Trimethyl-hexyl)phenol (Peak 13) identifiziert und
unterscheiden sich lediglich in der Stellung einer Methylgruppe (KIM et al., 2004).
Bei der gaschromatographischen Analyse von t-NP-Extrakten aus Muscheln des
nordamerikanischen Ontario-Sees waren diese beiden Signale des t-NP ebenfalls
aufgefallen, da sie im Vergleich zum t-NP-Standard, vermutlich durch mikrobiellen
Abbau, deutlich kleiner ausfielen (BENNET & METCALFE, 2000).
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4  AbschlieBende Diskussion

Ziel der Arbeit war es Informationen iiber das Abbauverhalten der Umweltchemikalie
t-NP in Belebtschlamm zu erlangen. Bisherige Metabolismusstudien behandeln die
Isomere des t-NP iiberwiegend als Gesamtheit und differenzieren nicht zwischen den
verschiedenen Strukturisomeren. Geringe Abweichungen in der chemischen Struktur
konnen jedoch, wie die PCB-Forschung gezeigt hat, die Eigenschaften eines Stoffes
deutlich veriandern. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit definierte
"C-markierte NP-Isomere (4-(3‘,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol; 4-(3°,6‘-Dimethyl-
3‘-heptyl)phenol; 4-n-NP) verwendet, welche sich, aufler im Falle des linearen
Isomers 4-n-NP, als Bestandteil von t-NP nachweisen lieen. In Laborsystemen
konnte daraufthin ihr Abbauverhalten im einzelnen untersucht werden.

Die bedeutendste Quelle fiir t-NP in der Natur und in Kliranlagen stellen die NPEOs
dar (BUA-STOFFBERICHT, 1988). Diese werden vermutlich bereits im Kanalnetz
teilweise zu t-NP abgebaut, so dass iiber den Influent je nach Art der Einleiter und
Beschaffenheit des Kanalnetzes eine stark variierende Mischung aus NPEOs, deren
Abbauprodukten und t-NP in die Kldranlage gelangen (GIGER et al., 1986). NP ist
dabei das letzte bekannte Zwischenprodukt des aeroben NPEO-Abbaus und besitzt im
Effluent nur einen geringen Anteil an der Gesamtheit aller NP-enthaltenden
Substanzen (AHEL et al., 1994a). Vollstindige NP-Bilanzen in Kldranlagen lassen
sich daher nur unter Beriicksichtigung aller NP-enthaltenden Substanzen aufstellen.

Im Bereich der einfachen mikrobiellen Abbaukinetik von t-NP in Belebtschlamm
wurden einige Aspekte wie z.B. die Temperatur- und Sauerstoffabhingigkeit
untersucht (TANGHE et al. 1998). Vor allem die Verfiigbarkeit von Sauerstoff besitzt
beim Abbau von NP eine besondere Bedeutung. So wird NP unter anaeroben
Bedingungen nicht abgebaut (EJLERTSSON et al., 1999; GIGER et al., 1984). Auch
lasst sich zwischen Abbaurate des NP und der Sauerstoffsittigung von Schlamm-
Boden-Mischungen eine Korrelation feststellen (GEJLSBJERG et al.,, 2001;
HESSELOE et al., 2001). Eine verbesserte Elimination von t-NP in Kliranlagen
konnte entsprechend durch eine lingere bzw. intensivere Behandlung mit Sauerstoff
erreicht werden. Eine vollstindige Elimination des t-NP ist allerdings aufgrund der
starken Adsorption an Feststoffe und wegen der Diffusion in anaerobe Zonen der
Klarschlammpartikel sehr unwahrscheinlich, so dass im Faulschlamm stets NP zu
finden sein wird.

Im Bereich des aeroben Abbaus lassen sich fiir die ersten Schritte des Metabolismus
von NP-Isomeren auf der Grundlage bisheriger Forschungen grundsitzlich drei
mikrobielle Metabolismuswege formulieren: Abspaltung der Alkylkette vom
Phenolteil, Transformation der Alkylkette und Spaltung des Phenolrings. Eine
zusammenfassende Darstellung liefert Abbildung 4.1. Nach der Ringspaltung von
phenolischen Substanzen erfolgt der weitere Abbau gewohnlich iiber Pyruvat und
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Acetaldehyd, welche im Tricarbonsdurezyklus verstoffwechselt werden (UM-BDD,
2003).

Abspaltung der

Alkylkette
CH, X + OH CqH,g OH
a)

X= z.B.-H, -OH e)

Aktivierung/
Hydroxylierung
des Benzolringes

HOC9H1B—©—OH
CH —< E}—OH
f) 9" 19

Oxidation der
Alkylkette

weitere Oxidation Aktivierung und b) OH
und Abbau der Spaltung Qes meta-
Alkylkette Benzolringes Ringspaltung ortho-
Ringspaltung
CeH194(/_\70H ch194<\?\ COOH
CHO COOH COCH
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Abbildung 4.1 Mogliche aerobe Metabolismuswege fiir para-Isomere des t-NP. a) Isomer des NP
mit verzweigter Alkylkette (z.B. 4-(3",5"-Dimethyl-3"-heptyl)phenol ); b) 4-(Nonyl)catechol;
¢) 2-Hydroxy-4-nonyl-muconsiure-semialdehyd; d) 3-(Nonyl)muconsiure; e) Phenol;
f) 4-(Hydroxynonyl)phenol (FUJII et al., 2000; BOKERN & HARMS, 1997; HOPPER, 1991;
GIBSON & SUBRAMANIAN, 1984).

Bisherige Forschungen mit isolierten Bakterienstimmen, welche t-NP als einzige
Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen konnen, legten die Vermutung nahe, dass beim
NP-Abbau zuerst der Phenolteil transformiert wird (Abbildung 4.1b-d; FUJII et al.,
2000; CORVINI et al.,, 2004). Allerdings konnen isolierte Reinkulturen kein
hinreichendes Abbild der Abbauvorginge in einem Okosystem liefern (SLATER &
LOVATT, 1984), denn Cometabolismus sowie die metabolischen Wechselwirkungen
innerhalb der komplexen Belebtschlammbiozonose werden unter diesen
Laborbedingungen nicht beriicksichtigt. So konnte im Fall der strukturell verwandten
linearen Alkylbenzolsulfonate eine vollstindige Mineralisierung erst durch ein
bakterielles Konsortium aus vier Bakterienstimmen erreicht werden (JIMENEZ et al.,
1991). Insofern stehen die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Metabolismusstudien in Belebtschlamm, welche auf eine frithe Transformation der
Alkylseitenkette hinweisen (Abbildung 4.1f), nur scheinbar im Widerspruch zu den
Ergebnissen des t-NP-Abbaus durch Reinkulturen. Die Frage, in welchem Stadium des
Metabolismus es zur Spaltung des Phenolrings kommt, konnte sich fiir die Bewertung
der hormonellen Wirksamkeit von NP-Metaboliten als wichtig erweisen, da die
meisten hormonell wirksamen Substanzen einen para-substituierten phenolischen
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Molekiilteil besitzen, der vermutlich fiir die Wechselwirkung mit dem menschlichen
Ostrogenrezeptor erforderlich ist (WITORSCH, 2000).

Auch lasst sich in den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Metabolismusstudien
die Bildung zunehmend polarer Metaboliten belegen. Dies ist charakteristisch fiir den
aeroben Abbau von organischen Substanzen in Kldranlagen und kann mit einer
kontinuierlichen Oxidation durch enzymatische Insertion von z.B. Hydroxy- oder
Carboxygruppen erklirt werden (SCHLEGEL, 1992). In Ubereinstimmung hiermit
wurden zu Beginn der Versuche noch relativ unpolare, wasserunlosliche Metaboliten
nachgewiesen, welche grofftenteils wihrend der Aufarbeitung am Feststoff des
Belebtschlammes gebunden blieben. Spiter stieg die Konzentration der Radioaktivitét
in den wissrigen Fraktionen an, was auf die Bildung polarer und wasserloslicher
Metaboliten hinweist. SchlieBlich wurden diese vollstindig zu CO, oxidiert. Ein Teil
der Metaboliten wurde in die Biomatrix inkorporiert und konnte als radioaktiver
Feststoff durch Verbrennung quantifiziert werden.

Prinzipiell gilt diese metabolische Abfolge sowohl fiir das lineare 4-n-NP, als auch fiir
das stark verzweigte 4-(3°,5°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol. Es lassen sich allerdings
bereits nach 24 h in entsprechenden Fraktionen beider Isomere qualitative und
quantitative Unterschiede in Bezug auf die Metabolitenzusammensetzung feststellen.
Zudem verliduft die erste Biotransformation des 4-n-NP wesentlich schneller, so dass
bereits beim ersten Schritt des Abbaus divergierende Metabolismuswege angenommen
werden konnen. Es kann so vermutet werden, dass das lineare Isomer gemall der
B-Oxidation rasch transformiert wird, wihrend die verzweigten Isomere iiber diesen
weit verbreiteten Metabolismusweg nicht abgebaut werden konnen (KOOLMAN &
ROHM, 1994).

Insgesamt zeigten sich gravierende Abweichungen beim Abbauerhalten der beiden
untersuchten Isomere 4-n-NP und 4-(3°,5°‘-Dimethyl-3°-heptyl)phenol, so dass 4-n-NP
nicht als Modellsubstanz fiir den Abbau von t-NP verwendet werden sollte, wie dies
bisher hdufig in der Literatur zu finden ist. Forschungsarbeiten, welche das
Adsorptionsverhalten von NP-Isomeren in Bodden betreffen, belegen auch in dem
Bereich des chemisch-physikalischen Verhaltens relevante Unterschiede zwischen
4-n-NP und t-NP (DURING et al., 2002).

In einigen der vorliegenden Untersuchungen konnte dariiber hinaus ein
ungewoOhnliches Verhalten beim Zusammenwirken von t-NP und 4-n-NP beobachtet
werden. So konnten mit dansylierten 4-n-NP-Standards problemlos Eichgeraden
angefertigt werden, wogegen Konzentrationsmessungen von Eichgeraden, welche nur
mit t-NP-Standards erstellt wurden, stark voneinander abwichen. Unter Verwendung
von 4-n-NP als internem Standard zeigten beide Substanzen wiederum gleichartige
Schwankungen, so  dass sich  schlieBlich  Eichgeraden @ mit  hohen
Korrelationskoeffizienten (> 0,99) erstellen lieBen. Zudem wurden bei der
Wasserdampfdestillation reiner t-NP- oder 4-n-NP-Standards hohe
Extraktionsausbeuten erzielt, wihrend bei der gleichzeitigen Extraktion fiir 4-n-NP
geringfiigig schlechtere Ausbeuten erreicht wurden. Diese Beobachtungen liefern
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Hinweise auf eine mogliche Interaktion zwischen dem linearen NP-Isomer und den
verzweigten Isomeren des t-NP. Ein vergleichbares Verhalten wurde im Phasensystem
Boden-Wasser-Luft festgestellt, wobei bevorzugt verzweigte NP-Isomere in die
Gasphase entwichen (DURING, 2001).

Vom analytischen Standpunkt aus stellt die chromatographische Analyse des t-NP eine
grofe Herausforderung dar. Die bislang beste Auftrennung des Isomerengemisches
wird mit Hilfe einer speziellen 100 m-GC-Kapillarsdule erreicht, welche in der
vorliegenden Arbeit erstmals mit der Wasserdampfdestillation kombiniert wurde, um
eine optimale Untersuchung des t-NP in Umweltproben zu erméglichen. Eine
vollstandige chromatographische Auftrennung wird allerdings trotz der sehr hohen
theoretischen Bodenanzahl von ca. 400000 nicht erreicht. Problematisch ist auch, dass
alle Isomere mit a-dimethyl-Konfiguration identische Massenspektren liefern, so dass
eine sichere Unterscheidung nicht zu treffen ist (WHEELER et al., 1997). Dennoch
konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe dieser Analytik eine differenzierte
Abbaustudie des t-NP im Hinblick auf die Isomere bzw. Isomerengruppen
durchgefiihrt werden, wobei fiir verschiedene p-Isomere des t-NP unterschiedliche
Abbaugeschwindigkeiten festgestellt wurden. Es konnte zudem nachgewiesen werden,
dass Dbestimmte Substitutionsmuster am o-Atom der Alkylseitenkette die
Geschwindigkeit des Abbaus beeinflussten. Besonders gut abbaubare Isomere besallen
durchweg eine a-dimethyl-Konfiguration, schlechter abbaubare Isomere hingegen eine
a-methyl- bzw. a-methyl-, a-propyl-Konfiguration.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Nonylkette des NP-Molekiils einen
Einfluss auf dessen Abbaubarkeit besitzen muss. Vermutlich verdndern bereits
geringfiigige Abweichungen der Alkylkette die Affinitit der NP-Isomere zu den
Enzymen, welche fiir die Biotransformationen verantwortlich sind. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit belegen auch, dass die Untersuchung eines einzelnen NP-Isomers
nicht als MaBstab fiir die Gesamtheit aller Isomere dienen kann. Dies gilt insbesondere
fiir das lineare 4-n-NP, welches strukturchemisch einen Sonderfall darstellt.

Ein vollstindiges Verstindnis des Verhaltens von t-NP in der Umwelt kann nur durch
eine differenzierte Betrachtung der enthaltenen Isomere gewonnen werden. Bei
genauer Kenntnis der Schadwirkung und des Abbauverhaltens aller Isomere des t-NP
wire z.B. eine Anderung des Herstellungsprozesses denkbar, welcher zu einer
verminderten Produktion besonders schédlicher Isomere fiihrt. Die vorliegende Arbeit
konnte lediglich einen Beitrag zur isomerenspezifischen Aufklirung der t-NP-
Problematik leisten, zeigt aber die Notwendigkeit auf, in Okochemischen
Forschungsarbeiten die exakten chemischen Strukturen der verwendeten Substanzen
zu beriicksichtigen.
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S  Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war, das Schicksal definierter NP-Isomere in Belebtschlamm
bilanzierend aufzukliren. Dies gelang durch die Verwendung von '*C-markierten
Isomeren, deren Verhalten schlieBlich verglichen werden konnte. Spezielle
Analysetechniken ermdglichten die Untersuchung des Abbauverhaltens aller im t-NP
vorkommenden Isomere bzw. Isomerengruppen.

“C.markierte NP-Isomere: Ausgehend von ['*C(U)]-Phenol und 3,6-Dimethyl-3-
heptanol wurde gemall einer Friedel-Crafts-Alkylierung das im t-NP enthaltene
p-Isomer ['*C(U)]-4-(3,6‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol ~ synthetisiert ~ (spezifische
Radioaktivitit 298 MBg/mmol). Nach  Aufreinigung wurden 18,87 MBq
(1,13 x 10° dpm) des Isomers erhalten, dies entspricht einer Gesamtausbeute von
58 % d.Th. ['*C(U)]-4-n-Phenol war kommerziell erhiltlich.

Methodenentwicklung zur Analyse von NP: Es wurde eine HPLC-Analysemethode zur
gleichzeitigen Quantifizierung von 4-n-NP, t-NP und BPA entwickelt. Mit
Dansylchlorid werden die Phenole zunichst in ihre Dansylderivate iiberfiihrt und nach
chromatographischer Auftrennung iiber ihre Fluoreszenz detektiert. Fiir 4-n-NP und
t-NP werden Detektionsgrenzen von 0,5 ng (4-n-NP: S/N 4,5; t-NP: S/N 3,6) erreicht.
Es wurden mehrere Methoden zur Extraktion von NP aus wissrigen Losungen und
Belebtschlammproben  miteinander  verglichen. Hierbei erwies sich die
Wasserdampfdestillation mit gleichzeitiger fliissig-fliissig-Extraktion des Destillats
mit Hexan, welche auch bei der Extraktion von Belebtschlamm sehr saubere Extrakte
liefert, als beste Methode (Extraktionsausbeute bei Belebtschlamm: 94+4%, bei
wiassrigen  Standardlosungen:  98,9+0,6%). Eine Kombination aus dieser
Extraktionsmethode und einer von WHEELER et al. (1997) entwickelten GC-Analytik
wurde zur Untersuchung des Abbauverhaltens von t-NP-Isomeren eingesetzt.

Adsorptionsverhalten von NP: Das Adsorptionsverhalten von wéssrigen NP-Losungen
bei Kontakt mit unterschiedlichen Materialien wurde untersucht und verglichen. Vor
allem Silikon-Kautschuk stellte sich dabei als besonders gutes Adsorbens fiir NP
heraus, so dass nach 24 h nahezu das gesamte NP der wissrigen Losung adsorbiert
wurde. Insgesamt zeigte NP in diesen Versuchen die Neigung, das wissrige Milieu zu
verlassen. Die geringste Adsorption wurde bei den Materialien Glas und TEFLON®
beobachtet.

Abbauverhalten definierter NP-Isomere in Belebtschlamm: Das Schicksal der beiden
NP-Isomere [*C(U)]-4-(3¢,5‘-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol und ['*C(U)]-4-n-NP wurde
in Batch-Ansitzen mit Belebtschlamm bilanzierend untersucht. Dabei wurde fiir das
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lineare Isomer eine etwa zehnfach hohere Abbaugeschwindigkeit festgestellt.
Ebenfalls wurden bei der Mineralisierung und den Konzentrations-Zeit-Profilen
weiterer Fraktionen deutlich abweichende Verldaufe nachgewiesen. Die Ergebnisse der
Radio-DC-Analysen  bestimmter Extrakte legen auBlerdem die Bildung
verschiedenartiger Metaboliten fiir beide Isomere nahe. Insgesamt muss davon
ausgegangen werden, dass [14C(U)]—4—(3‘,5‘—Dimethy1—3‘—heptyl)phenol und ["*C(U)I-
4-n-NP auf unterschiedliche Weise in Belebtschlamm metabolisiert werden.

In Zusammenhang mit diesen Untersuchungen wurde ein Metabolit ausgewihlt,
welcher nach Aufreinigung weitergehend untersucht wurde. Es wurde versucht, durch
UV/VIS-Spektroskopie und GC/MS-Analysen strukturelle Informationen iiber den
Metaboliten zu erhalten. Die Zuordnung der Signale zum NP-Metaboliten konnte
jedoch auf Grund von Begleitsubstanzen nicht eindeutig durchgefiihrt werden, ein
intakter Aromat als Bestandteil des Metaboliten ist hingegen wahrscheinlich.
SchlieBlich konnte nach Entwicklung spezieller Analysetechniken das Abbauverhalten
der Isomere des t-NP untersucht werden. Dabei zeigten sich zum Teil deutliche
Unterschiede zwischen den Isomerengruppen. So sind die p-Isomere mit a-Dimethyl-
Konfiguration durchweg leichter abbaubar als die p-Isomere mit a-Methyl-, a-propyl-
Konfiguration.
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7  Anhang

TS-Gehalte im Belebungsbecken der Kléiranlage Soers (Aachen) an den Beprobungstagen (mit
freundlicher Genehmigung des Zentrallabors der KA Soers).

Datum TS-Sonde (kontinuierlich) [g/1] nach DIN 38 414
31.07. 2000 2,6 3,0
11.09. 2000 2,6 2,9
05.10 2000 3,2 -
19.02. 2001° 3,6 3,2
02.04.2001° 3,3 3,2
26.04.2001° 3,2 -
09.07.2001° 2,5 3,1
13.08.2001° 2,9 3,1
10.09. 2001° 3,2 3,8
03.12.2001° 3,6 3,0
11.02.2002* 3,2 3,3
Mittelwert 3,104 3,2+0,3
+ einfache

Standardabweichung
Mittelwert Glithverlust 70,1 £5,3
[% d.TS]

a eingesetzt fiir Metabolismusstudien

Eigene Messungen des TS-Gehaltes iiber gravimetrische Bestimmung des lyophililsierten
Belebtschlammes fiihrten bei drei Parallelen einer Belebtschlammcharge zu unverhiltnisméBig starken
Schwankungen.
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a) RIC des 4-n-NP-Dansylderivats bei Direktverdampfung; b) Massenspektrum bei 0,24 min
(abgespaltener NP-Molekiilteil; c) Massenspektrum bei 0,49 min (intaktes 4-n-NP-Dansylderivat).
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a) TIC des 4-n-NP-Dansylderivats (GC-MS); b) Massenspektrum bei 7,05 min (abgespaltenes
4-n-NP); c) Massenspektrum bei 12,85 min (4-n-NP-Dansylderivat).



Seite 102 7. Anhang

100 <+ [1/em}
[%T]

80-

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 80 600

IR-Spektrum des 4-n-NP-Dansylderivats in CHCl; (PE 1760).
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1H-NMR-Spektrum des 4-n-NP-Dansylderivats in CDCl; (400 MHz).
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Massenspektren der Syntheseprodukte: a) 4-(3¢,6‘-Dimethyl-3¢-heptyl)phenol (Hauptprodukt);
b) 2-(3¢,6°-Dimethyl-3‘-heptyl)phenol (Nebenprodukt); c) 2,4-bis-[3¢,6¢-Dimethyl-3¢-heptyl]phenol
(Nebenprodukt).
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