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Kurzfassung

Organische Stoffe niederer molarer Masse wurden aus biologisch gereinigtem Abwasser
isoliert. Deren Anteil, bezogen auf die gesamten geldsten organischen Stoffe, lag im
Mittel bei 30 %, wenn die Diafiltration als Trenntechnik verwendet wurde. Die Trennung
von organischen Stoffen und anorganischen Stoffen gelang weitgehend unter Zuhilfe-
nahme der Elekirodialyse. Sie wurde noch verbessert durch die Reinigung iber eine
Kieselgelsidule.

Mittels summarischer MeBgréBen wurden die so gewonnenen Abwasserinhaltsstoffe
charakterisiert. Sie sind biologisch praktisch nicht mehr weiter abbaubar. Das Verhéltnis
von geldostem organisch gebundenem Kohlenstoff und geldstem organisch gebundenem
Stickstoff betrdgt rund 9. Methylenblau-aktive Substanzen tragen rund 0.5 % zum orga-
nisch gebundenen Kohlenstoff bei.

Die Untersuchung der niedermolekularen Anteile mit Hilfe chromatographischer (GC,
HPLC, DC) und spektroskopischer (MS, IR) Methoden erbrachte 88 identifizierte Verbin-
dungen; darunter 13 Aminosaduren, Abbauprodukte von Tensiden und heterozyklische
Verbindungen. Die 88 Inhaltsstoffe entsprechen rund 6 % des Kohlenstoffs in der iso-
lierten Fraktion. Ruckgerechnet auf die Verhéltnisse im Ablauf einer kommunalen Klar-
anlage liegen die meisten dieser Verbindungen in Konzentrationen um 1 ug/! vor.

Abstract

Characterisation of Organic Matter of Low Molecular Weight in Secondary Effluents of
Municipal Wastewater Treatment Plants.

Organic matter of low molecular weight has been isolated from biologically treated wa-
stewater. Based on the total dissolved organic matter its share averaged 30 %, if diafil-
tration was used as separation technique. The separation of organic and inorganic matter
was fairly good by application of electrodialysis. The final clean-up was achieved with the
aid of a silicagel column.

By means of non-specific methods of measurement the wastewater components were
characterized. Generally they are not biodegradable any further. The ratio of dissolved
organic carbon to dissolved organic nitrogen is about 9. Methylenblue-active substances
contribute about 0.5 % to the dissolved organic carbon.

The analysis of the organic matter of low molecular weight by means of chromatographic
(GC, HPLC, TLC) and spectroscopic (MS, IR) methods resulted in 88 identified substan-
ces, among them 13 amino acids, degradation products of surfactants and heterocyclic
compounds. These substances amounted up to 6 % of the organic carbon in the isolated
fraction. Based on the situation in the effluent of a municipal sewage plant, most of these
substances had a concentration level of about 1 ug/l
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Einflihrung in die Thematik






1. Einleitung und Aufgabenstellung

Im Durchschnitt werden in der Bundesrepublik pro Person und Tag 150 Liter Trinkwasser
verwendet und dabei verschmutzt. Zusammen mit Regenwasser, das in der Regel im
Bereich von Siedlungen ebenfalls als Abwasser entsorgt werden muB, kann man mit
taglich 200 Liter Abwasser pro Einwohner rechnen.

Moderne Kldraniagen haben in ihren Ablaufen noch eine Konzentration an organischen
Verbindungen, die 10 bis 20 mg/l geldstem organischem Kohlenstoff (DOC) entspricht.
Das ist das finf- bis zehnfache dessen, was in Gewissern gefunden wird. Selbst bei
groBeren Flussen, wie z. B. Neckar und Ruhr, macht in regenarmen Perioden das einge-
leitete Abwasser mehrere zehn Prozent des gesamten Abflusses aus. Bei einer durch-
schnittlichen Konzentration des DOC in diesen Gewaéassern zwischen 3 und 5 mg/l Koh-
lenstoff kann der Beitrag der Abwésser zum DOC aber 50 % betragen. Bei manchen
kleineren Flissen sind die Verhéltnisse zeitweilig noch schlechter, sie stellen dann ge-
radezu einen Abwasserkanal dar.

Problematisch ist bis zum heutigen Tag die Bewertung des DOC-Anteils, der nach er-
folgter Abwasserreinigung in den Abldufen biologischer Klarstufen zu finden ist. Die
MeBgréBe DOC und andere pauschale MeBgroBen, z. B. der chemische Sauerstoffbedarf
(CSB), erlauben kaum Rickschlisse auf “Wirkungen”. Dabei ist der CSB in einer Hinsicht
aussagekraftiger als der DOC: Er steht in Beziehung zum Sauerstoffhaushalt der Gewds-
ser und kennzeichnet den maximal moglichen Sauerstoffverbrauch. Der DOC ist aller-
dings die chemisch besser definierte GroBe fiir organische Stoffe, da auch anorganische
Stoffe einen CSB verursachen kénnen.

Ohne Zweifel besitzen nicht alle Inhaltsstoffe das gleiche Gefahrdungspotential, werden
aber bei Betrachtung des CSB oder DOC alle gleichrangig bewertet. Um die von den or-
ganischen Reststoffen biologisch gereinigter Abwasser ausgehenden Gefahren richtig
bewerten zu kénnen und fir die Beurteilung, wie eine weitergehende Abwasserreinigung
zweckmaBigerweise aussehen sollte, ist eine differenziertere Kenntnis dieser organi-
schen Inhaltsstoffe erforderlich.

Zur Aufgabenstellung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu einer besseren Kenntnis
der organischen Reststoffe beizutragen, und zwar speziell der Stoffe niederer molarer
Masse.

Man kennt schon eine ganze Reihe von Einzelstoffen, und zwar solche, auf deren Anwe-
senheit aus den bekannten "Belastungen” der Abwaéasser zu schlieBen ist. Dazu gehéren
bei kommunalem Abwasser besonders Kohlenhydrate, Proteine und Fettsduren, sowie
Inhaltsstoffe von Wasch- und Reinigungsmitteln.

In der vorliegenden Arbeit wird zundchst eine Auswertung der Literatur in Hinblick auf
die Kenntnis der organischen Inhaltsstoffe gereinigter kommunaler Abwéasser vorge-
nommen. Industrie-Abwidsser werden hierbei, und auch in den anschlieBend berichteten
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eigenen Untersuchungen, nicht behandelt. Deren Zusammensetzung ist branchenspezi-
fisch, und fur jede Branche ist vermutlich eine eigene Untersuchung erforderlich.

Die eigenen Untersuchungen waren auf den Teil der organischen Stoffe begrenzt, die
eine molare Masse unter 1000 Dalton haben, bzw. die eine Dialysemembran der Trenn-
grenze 1000 Dalton passieren. Das Arbeitsprogramm umfaBte die Stufen:

e  Aufkonzentrierung der organischen Stoffe unter moglichst weitgehender Abtrennung
der anorganischen Inhaltsstoffe des Abwassers.

e  Untersuchung mittels stoffgruppenspezifischer MeBmethoden.

e |dentifikation und soweit mdglich quantitative Bestimmung von Einzelstoffen.

Eine vorherige Abtrennung der organischen von den anorganischen Inhaltsstoffen er-
schien zweckmaBig, da der organische Anteil des Abdampfriickstandes in der GroBen-
ordnung von einem Prozent liegt und sehr viele identifizierungsverfahren durch einen
anorganischen Ballast gestort werden. Diese Abtrennung wurde eingehend untersucht
hauptsdchiich mit dem Ziel, die organische Stofffraktion mdéglichst volistandig wiederzu-
gewinnen.

Der nachste Schritt bestand in der Ermittelung pauschaler MeBgréBen. Das Hauptinter-
esse galt jedoch der ldentifizierung und maéglichst quantitativen Bestimmung von Einzel-
verbindungen. Die Untersuchungen sollten sich dabei vor allem auf hydrophile Stoffe
richten, die mit der Gaschromatographie direkt nicht erfaBbar sind. Die Abtrenn- und
Aufkonzentrierungsprozedur wurde dementsprechend gestaltet. Die eigentliche Identifi-
kation sollte dann nach einer flissigkeitschromatographischen Trennung versucht wer-
den. Es sei schon hier erwdhnt, daB dieser Ansatz zwar ermutigende Befunde, aber nur
wenige Stoffidentifizierungen ergab. Eine betrdchtliche Anzahl von Einzelstoffen konnte
durch die Kombination Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS) nach Deri-
vatisierung erkannt werden.

Um den Befunden maoglichst breite Aligemeingtltigkeit zu geben, sollte das Abwasser
mehrerer kommunaler Klaranlagen untersucht werden. So wurde auch vorgegangen. Bei
der Durchfithrung der Untersuchungen erschien es jedoch nach einer gewissen Zeit als
zweckmaBig, ein groBeres Volumen Abwasser aufzukonzentrieren, um eine fur Parallel-
versuche ausreichende Stoffmenge zu bekommen. Dafiir wurde der Ablauf der Klarania-
ge Leopoldshafen verwendet, deren Zulauf fast nur aus Abwasser reiner Wohngebiete
besteht.
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2. In Klaranlagenabldufen bisher identifizierte Verbindungen

In diesem Kapitel soll eine Ubersicht gegeben werden (iber Verbindungen, die bereits
von anderen Autoren in biologisch gereinigtem Abwasser nachgewiesen wurden.

Viele Arbeiten haben die Bestimmung von summarischen MeBgréBen zum Thema. Dabei
kann unterschieden werden zwischen “Gesamt-MeBgréBen”, die ein MaB fir die Ge-
samtbelastung eines Wassers mit organischen Verbindungen darstellen (z. B. chemi-
scher Sauerstoffbedarf, geloster organisch gebundener Kohlenstoff, Permanganat-Ver-
brauch) und “Stoffgruppen-MeBgréBen”, die aufgrund spezifischer Verfahren die Kon-
zentration einer bestimmten Stoffgruppe wiederspiegeln (z. B. wasserdampffliichtige
Verbindungen, Kjeldahl-Stickstoff, Tenside).

Die erste Gruppe ist fur die Charakterisierung des organischen Anteiles wenig nitzlich,
da die MeBgroBen zu wenig differenzieren zwischen einzelnen Substanzklassen. Der
zweiten Gruppe von MeBgroBen kénnen jedoch bereits bestimmte Verbindungsklassen
zugeordnet werden. Auf diese Weise ist mit wenigen Werten eine prozentual gesehen
hohe Zuordnungsrate fir organische Wasserinhalisstoffe zu erreichen.

Das extreme Gegenbeispiel stellen Untersuchungen dar, die mittels der Kopplung von
Gaschromatographie und Massenspektroskopie durchgefihrt werden. Diese Technik hat
sehr tiefe Nachweisgrenzen fiir bestimmte Stoffe, daher ist es mdglich, uber hundert
Verbindungen in einer Analyse zu identifizieren. Die Erfahrung hat jedoch gezeigt, daB
diese Vielzahl von Stoffen oft weniger als 1% des DOC ausmacht. Ellis und Mitarbeiter
[21] identifizierten bis zu 243 Verbindungen in Abldufen industrieller Kldranlagen. In den
gechlorten Ablaufen kommunaler Kldranlagen konnten sie 29 Verbindungen identifizie-
ren; davon waren sechs halogeniert. Sieben waren Kohlenwasserstoffe, weitere sieben
waren einfache Alkohole, ein Ether und drei Carbonyle waren darunter, aber nur zweli
Carbonsduren und drei stickstoffhaltige Verbindungen. Konzentrationsangaben werden
keine gemacht. In dieser Stoffliste fehlen beispieisweise Aminosaduren und Fettsduren,
Kohlenhydrate fehlen ebenfalls, stickstoffhaltige Verbindungen erscheinen unterrepré-
sentiert. Der organische Anteil eines biologisch gereinigten Abwassers ist damit nur un-
zureichend beschrieben.

Im folgenden sollen einzelne Stoffgruppen betrachtet werden, von denen angenommen
wird, daB sie einen wesentlichen Beitrag zur Bilanzierung des gesamten DOC leisten.
Alle Daten sind Veroffentlichungen entnommen, die sich mit der Untersuchung von Ab-
ldufen kommunaler Klaranlagen befassen. Industrielle Abwésser sollen hier unberiick-
sichtigt bleiben, da hierbei naturlich mit weit groBeren Schwankungen im Inhalitsstoff-
Spektrum zu rechnen ist als bei kommunalem Abwasser.

Es geht in dieser Literaturiibersicht und in der gesamten Arbeit darum, den DOC aufzu-
schlisseln. Die Konzentrationsangaben flir die einzelnen Verbindungen wurden deshalb
auf den darin enthaltenen organisch gebundenen Kohlenstoff umgerechnet (mg/l C). Bei
den summarischen MefBgroBen geschah dies unter Verwendung der fur die betreffende
Methode tblicherweise eingesetzten Referenz-Substanz.
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Viele Autoren beziehen ihre Angaben auf den CSB. Zur Umrechnung auf den DOC wurde
der in dieser Arbeit ermittelte Faktor 0.38 verwendet.

2.1 Kohlenhydrate

211 Bestimmung in Form summarischer MeBgroBen

Kohlenhydrate werden gewdhnlich mit Anthron als Reagenz photometrisch bestimmt. Die
dabei am meisten verwendete Referenz-Substanz ist Glucose. Wenn in den im folgenden
zitierten Arbeiten die Autoren nicht selbst auf den Kohlenstoffgehalt umgerechnet haben,
wurde bei der Umrechnung der Kohlenstoffgehalt von Glucose zugrunde gelegt.

Painter [61] bestimmte bereits 1961 einen Kohlenhydrat-Wert in Form einer summari-
schen MeBgréBe, vermutlich mit Anthron. Danach entfielen 0.24 mg/l C auf Kohlenhy-
drate im Kldaranlagenauslauf. In einer weiteren Arbeit [62] bestimmte er 0.68 mg/l C als
Kohlenhydrat-Anteil, was 4 % des geldsten organischen Kohlenstoffs entsprach.
Helfgott und Hunter [33] geben den Beitrag der Kohlenhydrate mit 5 % des chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) an. Dies entspricht auch ca. 5 % Anteil am DOC.,

Rebhun und Manka [67] (1971) geben fiir den Kohlenhydratanteil 8.3 % des CSB an. Bei
der von ihnen untersuchten Kldranlage war der CSB-Wert (185 mg/l O,) allerdings sehr
hoch, daher auch die hohe Konzentration von ca. 6 mg/l C, der auf den Kohlenhydratan-
teil entfallt. In einer zweiten Arbeit 1974 [50] betrug der Kohlenhydratanteil 6.3 % des
CSB (2 mg/I C). 1982 [561], in der dritten Veroffentlichung der Autoren waren es 7.0 % des
CSB (3.0 mg/l C).

Waggott [85] fand in einem Kldranlagenablauf mit einer DOC Konzentration von 20 mg/l
Anthron-positive Substanzen im Bereich zwischen 1.2 und 5.9 mg/l berechnet als Gluco-
se. Dies entspricht einem Kohlenhydratanteil am DOC zwischen 2 und 12 %.

Gaudy und Blachly [25] untersuchten biologisch gereinigtes, synthetisches Abwasser
mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle, d.h. 100 % Kohlenhydrate im Zulauf. Aber nur
30 % des Ablauf-DOC (entsp. 1.2 mg/l C) waren Kohlenhydraten zuzuordnen. Daraus ist
zu schlieBen, daB der Uberwiegende Teil der Ablauf-inhaltsstoffe aus dem bakteriellen
Metabolismus bzw. Katabolismus stammt.

Hejzlar [31] bestimmte organische Verbindungen mit molaren Massen oberhalb 10000
Dalton. 25.9 % des CSB (entsp. 0.3 mg/! C) wurde durch Kohlenhydrate verursacht (Phe-
nol/H,SO+Meth.}. 6.1 % (entsp. 0.07 mg/l C) waren Hexosamin-Polymere, und 2.5 % ent-
fielen auf Uronsdure-Polymere (entsp. 0/03 mg/! C).

Zusammenfassend 188t sich sagen, daB der von den einzeinen Autoren gefundene Anteil
der Kohlenhydrate am gesamten geldsten und organisch gebundenen Kohlenstoff einen
Bereich zwischen 2 und 12 % umfaBt. Der Mittelwert liegt bei 5 %.



2.1.2 Einzelne Verbindungen

Einzelne Kohlenhydrate wurden von Waggott [85] bestimmt. Er fand gaschromatogra-
phisch Glucose (26 - 50 uyg/l) und Fructose (10 - 19 pg/l) als Trimethylsilyl-Derivate. Dies
entspricht fur Glucose 0.05 bis 0.1 % und fur Fructose 0.03 bis 0.05 % des DOC.

Hejzlar [31] untersuchte, wie bereits oben erwahnt, Wasserinhaltsstoffe im hoheren
Molmassenbereich. Bei der Hydrolyse von Polysacchariden konnte er 12 verschiedene
Monomere identifizieren. Sie sind im einzelnen zusammen mit den Ergebnissen von
Waggott in Tabelle 1. aufgefuhrt

Tabelle 1.  Einzelne identifizierte Kohlenhydrate und ihr Anteil am DOC

Verbindung Anteil am DOC Verbindung Anteil am DOC

in % in %
Glucose ' 0.1 Ribose/Arabinose 2 0.005
Fructose 1 0.05 Xylose ? 0.011
Rhamnose/Fucose 2 0.15 N-Acetyl-Galactosamin 2 0.005
Mannose 2 0.002 Glucosamin 2 0.029
Galactose 2 0.048 Galactosamin 2 0.016
Glucose ? 0.060 Fucosamin 2 0.009

Der Anteil identifizierter Kohlenhydrate (Einzelverbindungen und Monomere von Poly-
sacchariden) am DOC liegt bei 0.5 %. Er liegt damit deutlich unter dem Anteil der "Ge-
samtkohlenhydrate” von 5 % des DOC. Dies heiBt allerdings nicht, daB der groBte Teil
der Kohlenhydrate noch nicht identifiziert ist, weil auch ein groBes Fragezeichen hinter
die Methode zur Ermittelung der Gesamtkohlenhydrate als summarische MeBgroBe (An-
thron, Phenol/H,S0O,) gesetzt werden muB (vgl. hierzu Kap. “Photometrische Bestimmung
mit Anthron” auf Seite 86).

1 Verbindungen von Waggott [85] direkt im Kldranlagenablauf bestimmt.

2 Daten nach Hejzlar [31] als Monomere von hochmolekularen Polysacchariden.



2.2 Aminosauren und Proteine

2.21 Bestimmung als summarische MeBgroBen

Unter “summarische MeBgroBe” wird in diesem Fall die Bestimmung der Proteine allge-
mein mittels verschiedener Methoden (Kjeldahl-Stickstoff, phot. nach Lowry, Ninhydrin-
Methode) verstanden.

Die mit der Lowry-Methode ermittelten DOC-Anteile von “Proteinen” fallen hier etwas aus
dem Rahmen (10 % bis 26 % des CSB). Es liegt nahe zu vermuten, daB hierbei Stérungen
durch andere Stoffe vorliegen. Nach Untersuchungen von Link [48] reagieren auch Hu-
minstoffe mit Lowry-Reagenz.

Die Ubrigen zur Summenbestimmung verwendeten Verfahren sprechen spezifisch auf
"Stickstoff” an. Jedoch erfaBt man hierbei nicht ausschlieBlich Aminosduren und Protei-
ne. Ninhydrin spricht allgemein auf Aminogruppen an. Mit diesem Reagenz werden bei-
spielsweise auch biogene Amine und Aminozucker bestimmt. Die Kjeldahl-Methode er-
faBt mit wenigen Ausnahmen den gesamten organisch gebundenen Stickstoff, also zu-
sétzlich zu den oben bereits aufgezahlten Verbindungsklassen z. B. noch Stickstoff, der
in Heterozyklen gebunden ist und Amid-Stickstoff.

Wie bereits bei den Kohlenhydraten ausgefihrt, werden auch hier die Konzentrationsan-
gaben der einzelnen Autoren auf “mg/l C” umgerechnet.

Painter [61] untersuchte 1961 einen Kldranlagenablauf mit 14 mg/l DOC. Den Anteil der
Proteine darin bestimmte er mit 0.25 mg/l C (entsp. 1.8 % des DOC) und den Anteil der
Aminosduren mit 0.06 mg/l C (entsp. 0.43 %). In einer zweiten Arbeit 1974 [62] lagen die
von ihm gemessenen Werte hoéher. Er fand, daB 4.6 % des DOC Aminosduren und Pro-
teinen im Massenbereich bis 10000 Dalton zuzuordnen sind und 1.7 % dem Bereich iber
10000 Dalton. Die untersuchte Klaranlage war mit derjenigen der ersten Untersuchung
identisch, der Ablauf-DOC bei der zweiten Untersuchung betrug 17 mg/Il.

Bunch und Mitarbeiter (zit. bei Helfgott [33]) fanden, daB 10 % des CSB auf Proteine und
Aminosduren anzurechnen sind.

Rebhun und Manka [67] fuhrten Untersuchungen mit der Lowry-Methode durch. Zwi-
schen 23.6 und 24.1 % des CSB sind ihren Messungen zufolge durch Proteine bedingt.
Der Ablauf war allerdings relativ hoch belastet mit 185 mg/l O, als CSB-Wert. Dies ist eine
nach heutigen MaBstdaben schwache Klédrleistung. 1974 berichten sie [560], daB 21 bis 25
% des CSB Proteinen zuzurechnen sind. In einer dritten Arbeit (1980) [51] ermittelten sie
26.1 % Proteinanteil am CSB.

Waggott [85] fand freie Aminosduren nach der Ninhydrinmethode im Konzentrationsbe-
reich von 0.61 bis 1.44 mg/I (berechnet als Leucin). Dies entspricht 0.33 bis 0.79 mg/| or-
ganisch gebundenem Kohlenstoff. Gebundene Aminosduren (erst nach Hydrolyse der
Bestimmung zugéanglich) wurden im Bereich 0.27 bis 0.85 mg/l bestimmt (entsprechend
0.15 bis 0.47 mg/! C). Bei einer organischen Belastung des Ablaufs mit 20 mg/| DOC er-
rechnet sich daraus im Mittel ein Anteil an freien- und an gebundenen Aminosaduren von
jeweils ca. 3 %.



-9 -

Parkin und McCarty [63] bestimmten 22.5 ug/l freie Aminosiduren (ausgedrickt als gels-
ster organisch gebundener Stickstoff, DON) und 41.8 ug/l gebundene Aminosauren,
ebenfalls als DON. Das mittlere Verhaltnis von C/N (g/g) fur die 20 wichtigsten Amino-
sduren betragt 3.21. Daraus errechnet sich eine Konzentration von etwa 70 ug/l C fur
freie Aminosduren und rund 130 ug/i C fur gebundene Aminoséduren. Der CSB-Wert des
untersuchten Ablaufes betrug 21.5 mg/l O,. Der Anteil am DOC errechnet sich fur die
freien Aminosduren zu 0.9 % und fur die gebundenen Aminosauren zu 1.6 %.

Von Scully und Mitarbeitern [74] wurden drei Klaranlagenabldufe untersucht. Die Kon-
zentration an Kjeldahl-Stickstoff lag im Mittel bei 2.3 mg/l N. Freie Aminosduren hatten
zusammengezdhlt eine Konzentration zwischen 20 g/l und 23 g/l (ausgedriickt als
DON). Dies entspricht etwa 70 pg/i C. Ein MeBwert fur den gesamten DOC ist in der Ar-
beit leider nicht angegeben. Das Verhéltnis von Kjeldahl-Stickstoff zum DOC liegt in
kommunalen Kidranlagenablaufen bei rund 1 zu 10. Daraus kann errechnet werden, daB
der Anteil der freien Aminosduren bei 0.3 % des DOC liegt.

Hejzlar [31] bestimmte den Proteinanteil im Bereich oberhalb 10000 Dalton mit 14.2 %
(DOC 11.4 mg/I C).

Betrachtet man die oben angefihrten Arbeiten so kann man den Anteil der Aminosaduren
und Proteine am DOC des Ablaufs kommunaler Klaraniagen mit rund 6 % ansetzen.

2.2.2 Einzelne Aminosauren

Pitt, Jolley und Katz [66] bestimmten ionenchromatographisch Glycin in einem biolo-
gisch gereinigten Abwasser. Sie fanden 30 pg/l. Leider machten sie keine Angaben zur
gesamten organischen Belastung des Wassers.

Weitere Bestimmungen einzelner Aminosduren wurden von Legube und Doré [44],
Waggott [85], Scully [74], Parkin und McCarty [63], sowie Hejzlar [31] durchgefihrt. Die
Einzelbestimmungen aller Autoren sind in Tabelle 2 auf Seite 10 dargestelit. Der Anteil
der Aminosduren am DOC liegt nach Waggott bei 0.65 %, nach Parkin sind es 1.2 % und
bei Hejzlar 0.8 % Es ist zu beachten, daB die Daten von Hejzlar nur den hochmolekularen
Anteil des DOC betreffen. Werden die Daten der ermittelten summarischen MeBgréBen
mit den aufsummierten Einzelwerten verglichen, so zeigt sich, daB hier die Ubereinstim-
mung wesentlich besser ist als bei den entsprechenden Werten fiir Kohlenhydrate. Die
von Waggott, Parkin und Painter gemessenen summarischen MeBgréBen liegen im Be-
reich 2.2 % bis 6.3 % “Protein-Anteil” am DOC. Die aufsummierten Einzelwerte der Ami-
nosduren ergeben einen Anteil am DOC, der um 1 % liegt.

Die Tatsache, daB die summarische MeBgréfe “Protein” einen hdheren DOC-Anteil auf-
weist als die aufsummierten einzelnen Aminosaduren, zeigt allerdings, daB freie Amino-
sauren und Proteine nur einen Teil der stickstoffhaltigen organischen Verbindungen in
den Kidranlagenabldufen ausmachen.
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Tabelle 2. Einzelne identifizierte Aminosduren

Legube3 | Waggott | Scully3 Pitts Parkin | Hejzlar4

Ha/l AS | pug/t AS | pg/t AS | pg/l AS | ug/l AS | ug/l AS
Alanin 1.1 5 Spuren 10 30
2-Amino-Buttersdure 100 0.6
Arginin 0.2 1.4
Asparaginsdure 0.1 Spuren 33 30
Glutaminsdure 0.7 10 Spuren 7 0.6
Glycin 0.3 15 30 19 58
Histidin 0.2 11 Spuren
Isoleucin 5 2.6 18
Leucin 11
Lysin 4 23 18
Methionin Spuren
Phenylalanin 40 3.5 25
Prolin 11
Serin 0.2 0.5 Spuren 41 15
Threonin 0.4 0.3 Spuren 18 22
Thyrosin Spuren 2.6 6.3
Valin 100 11 10

2.3 Fettsduren, Tenside und andere Waschmittelinhaltsstoffe

Waschmittel, mit dem h&uslichen Abwasser in die Kldranlage gebracht, werden h&ufig
als wesentlicher Beitrag zum gelosten organischen Kohlenstoff im Klaranlagenablauf
diskutiert. Daher haben sich einige Autoren gezielt mit Messungen auf diesem Gebiet

beschaéftigt.

2.31 Bestimmung als summarische MeBgroBen

An Waschmittelinhaltsstoffen wurden in den unten zitierten Arbeiten anionische, nichtio-
nische und kationische Tenside untersucht. Weiterhin Komplexbildner und WeiBténer.

3 Pitt, Legube und Scully bestimmten Aminosiuren ohne Hydrolyse.

4 Hejzlar untersuchte nur die hochmolekulare Ablauffraktion.
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Fur die angesprochenen Verbindungsklassen wurden folgende summarische MeBme-
thoden eingesetzt:

Anionische Tenside werden als “Methylenblau-aktive Substanz” (MBAS) erfaBt, beruhend
auf der photometrischen Bestimmung des fonenpaars Methylenblau-Tensid nach Extrak-
tion aus der wassrigen Phase. Eich-Tensid ist Ublicherweise das Natriumsalz der Dode-
cylbenzolsulfonsdure (CisH;0:5-Nat).

Kationische Tenside werden nach dem gleichen Prinzip als “Disulfinblau-aktive Sub-
stanz” (DSBAS) bestimmt. Eich-Tensid ist hier das weit verbreitete Distearyldimethylam-
moniumchlorid (CaHgNTCI-).

Nichtionische Tenside werden in ihrer Summe nach Fiallung mit dem Bismut-haltigen
Dragendorff’'schen Reagenz bestimmt. Die summarische MefBlgréBe heiBt hier "Bismut-
aktive Substanz” (BiAS). Eich-Tensid ist das Nonylphenolethoxyiat mit 10 Ethylenoxid-
Einheiten pro Molekill (CasHesOn).

Wie schon in den vorigen Abschnitten, sind auch hier die Literaturwerte in “mg/l C” um-
gerechnet.

Bei der Bestimmung der Tenside als summarische MeBgré8e werden auch Verbindun-
gen erfaBt, die nicht iber Waschmittel in das Abwasser gelangen. Auf der anderen Seite
werden Verbindungen nicht mehr erfaBt, wenn sie die fur die Erfassung innerhalb der
summarischen MeBgréBe notwendige funktionelle Gruppe ganz oder teilweise verloren
haben (z. B. durch biologischen Abbau) und nur noch als Restmolekil existent sind. Dies
wird speziell bei nichtionischen Tensiden deutlich, die als Handelsprodukte eine mittlere
Ketteniange von 10 Ethylenoxid-Einheiten (EO) besitzen und in dieser Form nach den
iblichen Verfahren als BiAS erfaBt werden kénnen. in biologisch gereinigtem Abwasser
ist die mittlere Kettenlange der hydrophilen Seite nur eine bis zwei EO-Einheiten, und in
dieser Form entgehen sie der normalen Bestimmung als summarische MeBgréBe. Ver-
gleiche hierzu auch Kapitel “Bismut-aktive Substanzen” auf Seite 86.

Es ist notwendig, diese Tatsachen bei der Bewertung der folgenden summarischen
MeBgréBen im Auge zu behalten.

Painter [61] ermittelte 1.4 mg/l C als Konzentration fur anionische Tenside. Dies ent-
sprach einem Anteil am DOC von 10 %. In einer spateren Arbeit bestimmte er [62] fur
den gleichen Parameter 0.5 mg/l C (entsp. 3.2 % des DOC). An nichtionischen Tensiden
fand er 0.27 mg/l C (entsp. 1.6 % des DOC) und an optischen Aufhellern 0.5 %.

Helfgott und Hunter [33] geben fiir den Anteil anionischer Tenside 10 % an.

Rebhun und Manka bestimmten ebenfalls anionische Tenside. thre Werte: 6.2 bis 7.7 %
[67], 15.3 bis 17.2 % [50] und 14.8 % [51].

Waggott [85] bestimmte als Konzentration anionischer Tenside 0.5 bis 0.9 mg/l C. Dies
entspricht einem Anteil am DOC von 2.5 bis 4.5 %. Nichtionische Tenside lagen nach
seinen Untersuchungen zwischen “nicht nachweisbar” und 0.3 mg/l C (entsp. 1.5 %
DOC-Anteil).

Topping und Waters [82] untersuchten zwei Klaranlagen. Anionische Tenside fanden sie
in einem Konzentrationsbereich von 0.27 mg/l C bis 0.36 mg/! C. Uber CSB- oder DOC-
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Werte wird in der Arbeit nichts ausgesagt. Wenn man einen typischen Wert fir den DOC
zugrunde legt (10 mg/1 C), so entspricht der Anteil anionischer Tenside 3 % des gelosten
organischen Kohlenstoffs. Nichtionische Tenside bestimmten sie im Bereich von 0.05 bis
0.07 mg/l C, entsp. 0.6 % des DOC. Die Konzentration der kationische Tenside lag zwi-
schen 0.05 und 0.16 mg/l. Dies entsprach 1 % des DOC.

Giger und Mitarbeiter berichteten in verschiedenen Arbeiten [1], [26], [27] und [77] Gber
die Analytik der nichtionischen Tenside. Als Mittelwert aus den Untersuchungen an funf
Klaranlagenablaufen geben sie [1] 51 wg/l nichtionische Tenside an. Dies entspricht
0.3 % des DOC, wenn eine durchschnittliche Konzentration von 10 mg/l C fur einen
Kldranlagenablauf angenommen wird.

Turner [83] untersuchte den Ablauf eines Tropfkérpers. 0.8 mg/l C entfielen auf MBAS
und 0.4 mg/l C auf nichtionische Tenside. Er untersuchte den Ablauf derselben Klarania-
ge wie Waggott. Turner gibt keinen DOC-Wert an, deshalb wird der MeBwert von Waggott
(20 mg/lI DOC) zugrunde gelegt. Daraus errechnet sich der DOC-Anteil anionischer Ten-
side zu 4 % und der Anteil nichtionischer Tenside zu 2 %.

Petts und Parkes [65] fanden anionische Tenside in einer Konzentration von
0.37 mg/l C. Auch hier missen mangels Angaben der Autoren DOC-Werte geschatzt
werden. Vermutlich haben auch sie dieselbe Kldranlage wie Waggott untersucht. Es
werden daher 20 mg/| DOC zugrunde gelegt. Nach ihren Messungen haben dann anioni-
sche Tenside einen Anteil von 1.5 % am DOC.

Ein Belebungsbecken und einen Tropfkérper als biologische Stufe verglichen Brown und
de Henau [11]. Im Ablauf des Belebungsbeckens konnten nichtionische Tenside in einer
Konzentration von 0.13 mg/l C nachgewiesen werden. Dies entsprach einem Anteil am
DOC von 0.43 %. Fir den Tropfkorper lagen die Werte etwas hoher: 0.20 mg/l C (entsp.
0.74 %). Die CSB-Werte fur beide Anlagen waren in der gleichen GréBenordnung (Bele-
bungsbecken: 70 bis 90 mg/l O, und Tropfkorper: 50 bis 80 mg/l O,).

Lahl und Burbaum [42] fanden anionische Tenside in einer Konzentration von 0.1 mg/I
C (entsp. 0.7 % des DOC), nichtionische Tenside lagen bei 0.4 mg/l C (entsp. 2.7 %) und
kationische Tenside im Bereich 0.03 mg/i C (entsp. 0.2 % DOC-Anteil).

Haufig werden auch sog. “nichtflichtige Sduren”, die von einigen Autoren bestimmt
wurden, als Summe anionischer Tenside angegeben. Unter diesen Oberbegriff fallen al-
lerdings nicht nur anionische Tenside (langkettige, z. T. derivatisierte Fettsduren), son-
dern auch kurzkettige Sduren mit zusatzlichen polaren funktionellen Gruppen. Es ist da-
her Vorsicht geboten, diesen Parameter vollstdndig als Tenside zu interpretieren.
Fliuchtige (wasserdampfflichtige) Sauren, die ebenfalls als summarische MeBgroBe an-
gegeben werden, fallen nicht unter den Tensidbegriff. Fettsduren sind in ihrer homologen
Reihe bis zur Caprylsdure (C;H;sCOOH) hin wasserdampfflichtig. Tenside werden jedoch
hauptsdchlich aus Fettsduren mit mehr als 12 Kohlenstoff-Atomen hergestelit.

Ebenso wie “nichtflichtige Sduren” gelten haufig auch “etherextrahierbaren Stoffe” als
Obergruppe fur anionische Tenside, wenn die Extraktion im saueren pH-Bereich durch-
gefuhrt wird.
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Im folgenden werden einige Daten zu diesen MeBgréBen angegeben:

Painter [62] fand 11.8 % des DOC als nichtflichtige Sduren. Benckiser [7] gibt deren
Anteil mit 10 % an. Waggott [85] fand 10.2 % des DOC als nichtfliichtige, aber bei pH=2
etherextrahierbare Substanzen. Rebhun und Manka [50] extrahierten mit Ether zwischen
6.8 % und 16.5 % der organischen Verbindungen.

Es handelt sich dabei zumeist um &ltere Veroffentlichungen. Daten tiber “Methylenblau-
aktive Substanzen”, die zeitiich zu diesen Arbeiten passen, deuten darauf hin, daB
"nichtflichtige Sduren” und “etherextrahierbare Substanzen” zum groBen Teil mit Tensi-
den bzw. langkettigen Fettsduren identisch sind. Kurzkettige Sauren mit zusatzlichen
polaren, funktionellen Gruppen waren in den untersuchten Abldufen offenbar nur in ge-
ringerem Umfang vorhanden.

Die oben zitierten Arbeiten fuhren zu dem SchiuB, daB Tenside und Fettsduren zu rund
10 % zum DOC biologisch gereinigter kommunaler Abwisser beitragen.

2.3.2 Einzelne Inhaltsstoffe

Einige Autoren haben auch gezielt einzelne Verbindungen bestimmt, die in Waschmitteln
vorkommen, bzw. zusammen mit den tGblichen summarischen MeBgroBen fir Waschmit-
tel erfaBt werden. Der Einzelsubstanzbestimmung ging in der Regel eine aufwendige
Probenaufbereitung voraus. Die quantitative Bestimmung erfolgte mittels moderner
chromatographischer Systeme.

Waggott [85] bestimmte Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) in einem Konzentrations-
bereich zwischen 90 und 220 ug/l. Daraus errechnet sich dann ein Anteil am Ablauf-DOC
(20 mg/l C) von 0.24 %. Bei optischen Aufhellern bestimmte er unterschiedliche Klassen:
Cumarin-Derivate mit 0.001 % Anteil am DOC, Dimorpholin-Derivate (2.8 %), Tetraanilin-
Derivate (1.1 %), Di-N-Methylethanolamin-Derivate (0.35 %), Trans-p-Aminostilben-Deri-
vate (2.8 %) und cis-p-Aminostilbenderivate (1.4 %). Insgesamt erkldrt Waggott 8.5 % des
DOC mit optischen Aufheliern.

Berth und Krings [10] bestimmten Polycarboxylate in einem Konzentrationsbereich zwi-
schen 0.1 und 0.2 mg/l. Leider geben sie keine Summenformeln und keinen DOC-Wert
an. Heute werden als Waschmittelinhaltsstoffe nach Opgenorth [58] aus dieser Gruppe
ausschlieBlich Homopolymere der Acrylsdure und Copolymere von Acrylsdure und Ma-
leinsdure eingesetzt. Daraus ist der Kohlenstoffgehalt der Polycarboxylate abzuschéatzen.
Wenn man 45 % Kohlenstoffgehalt fur Carboxylate annimmt und 10 mg/l Ablauf-DOC, so
tragen Carboxylate mit 0.68 % zur Kohlenstoffbilanz bei.

Lahl und Burbaum [42] bestimmten ebenfalls EDTA im Bereich von 0.135 bis 0.23 mg/|
(entsp. 0.4 % d. DOC), sowie Nitrilotriessigsdure (NTA) in einem Konzentrationsbereich
zwischen 8 und 16 pg/l {0.03 %).

5 Polycarboxylate werden Waschmitteln eigentlich als Vergrauungsinhibitoren zugesetzt, sie
werden aber dennoch an dieser Stelle aufgefiihrt.
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Tabelle 3. DOC-Anteil von Waschmittelinhaltsstoffen und Fettsduren: Zusammenfassung
der Ergebnisse mehrerer Autoren. Prozentangaben bezogen auf DOC.

Komplexbildner EDTA 03 %
NTA 0.03 %
1.01 % Polycaboxylate 5 0.68 %
Cumarin-Deriv. 0.01 %
. Dimorpholin-Deriv. 28 %
Optische Aufheller Tetraanilin-Deriv. 1.1 %
8.6 % Di-N-Me-Ethanolamin-D. 0.35 %
’ Trans-p-Stilben-Deriv. 28 %
Cis-p-Stilben-Deriv. 14 %
Nonylphenol 0.18 %
NP-1-EO 0.64 %
T NP-2-EO 0.33 %
Nichtionische Tenside Octylphenol-1-EO 0.03 %
1.46 % OP-2-EO 0.05 %
’ OP-1-Ethoxylcarboxylat 01 %
OP-2-Ethoxylcarboxylat 0.09 %
OP-4-Ethoxylcarboxylat 0.02 %
Distearyldimethylammoniumchlorid 0.5 %
Kationische Tenside Laurylmethylammoniumchlorid 0.007 %
Myristylmethylammoniumchliorid 0.006 %
0.54 % Palmityimethylammoniumchlorid 0.009 %
Stearylmethylammoniumchlorid 0.013 %
Capronsdure 0.42 %
Laurinsdure 0.19 %
Myristinsdure 0.42 %
5 Palmitinsdure 1.5 %
Fettsduren Palmitoleinsaure 1.5 %
Stearinsadure 1.3 %
14 % Olsdure 1.7 %
Linolsdure 0.3 %
Arachidonsdure 0.056 %
Erucasiure 0.02 %

Giger und Mitarbeiter [27] bestimmten die NTA-Konzentration in den Abldufen mehrerer
schweizer Kldranlagen. Sie fanden 2.5 bis 860 pg/l, im Mittel 88 wg/l. Dies entspricht
0.33 % des DOC. Der gegeniber den Messungen von Lahl etwa zehnfache Anteil von
NTA am Abilauf-DOC tiberrascht nicht, denn in der Schweiz sind in den Rahmenrezeptu-
ren der Haushaltswaschmittel als Phosphatersatz hohere NTA-Gehalte vorgesehen.
Neubecker [57] untersuchte Alkylethersulifate in biologisch gereinigtem Abwasser mittels
GC nach Derivatisierung. Er fand fur die Homologen mit 12 bis 18 Kohlenstoffatomen in
der Alkylkette Konzentrationen zwischen “nicht nachweisbar” und 20 ug/l (10 ug/l). Die
angegebenen Konzentrationen stellen dabei noch die aufsummierten Werte fir Verbin-
dungen mit gleicher Kohlenstoffzahl, aber unterschiedlicher Lange der Ethoxylatkette
dar; diese waren gaschromatographisch nicht zu trennen.

Topping und Waters [82] bestimmten in zwei Kldranlagenablaufen 0.09 bzw. 0.04 mg/I
Distearyldimethylammoniumchlorid, ein haufig verwendetes kationisches Tensid. Nach
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Hellmann ([34], S. 128) macht es in der Bundesrepublik Deutschiand 85-90 % der ver-
wendeten kationischen Tenside aus. Der Anteil am DOC liegt bei 0.5 %, wenn eine
DOC-Konzentration im Ablauf von 10 mg/l angenommen wird.

Matthijs und de Henau [52] untersuchten ebenfalls zwei Klaranlagen auf kationische
Tenside (Monoalkylquats). Dabei fanden sie fiur Lauryltrimethylammoniumchlorid zwi-
schen <0.5 und 1.3 pyg/! {(entsp. im Mittel 0.007 % des DOC), fur Myristyltrimethylammo-
niumchlorid zwischen <0.5 und 1.1 pg/l (entsp. im Mittel 0.006 % des DOC), fur Paimi-
tyltrimethylammoniumchlorid zwischen 1.0 und 1.1 ug/l {(entsp. im Mittel 0.009 % des
DOC) und fur Stearyltrimethylammoniumchlorid zwischen 1.1 und 2.2 ug/l (entsp. im
Mittel 0.009 % des DOC).

Giger und Mitarbeiter [1], [77] bestimmten nichtionische Tenside bzw. deren Metabolite
in Abldaufen schweizer Klaranlagen. Sie bestimmten Nonylphenol in einem Konzentra-
tionsbereich zwischen <10 und 35 pg/l {entsp. einem Anteil am DOC von 0.18 % im
Mittel). Nonylphenol mit einem Ethylenoxid-Rest (NP-1-EO) lag in seiner Konzentration
zwischen <10 und 133 pg/l (0.64 % des DOC). NP-2-EO hatte einen Konzentrationsbe-
reich von <10 bis 70 pg/l (0.33 % des DOC). Hoher ethoxylierte Nonylphenole hatten
gegeniuber diesen drei Vertretern eine wesentlich geringere Konzentration. Im Kldranla-
genzulauf war ein ausgepragtes Maximum bei NP-10-EO zu beobachten.

Auch Reinhard [68] bestimmte Metabolite nichtionischer Tenside. Er fand Octylphenol
mit einem Ethylenoxid-Rest (OP-1-EO) in einer Konzentration von 6.9 g/l (0.03 % DOC-
Anteil). OP-2-EO lag bei 11 ug/l (entspr. 0.05 % des DOC).

Far eine Reihe anderer Metabolite, die entsprechenden Carboxylate, fand er folgende
Konzentrationswerte: OP-1-EO-Carboxylat 14 ug/l (0.05 %), OP-2-EO-Carboxylat 15 ug/l
(0.09 %), OP-4-EO-Carboxylat 4.2 pg/l (0.02 %). NP-3-EO fand er in einer Konzentration
von 3.5 pg/l.

Benckiser [7] bestimmte nichtflichtige Fettsduren. Das Vorhandensein von Fettsduren
kann mit den Stoffwechselaktivitdten der Biomasse des Belebungsbeckens, aber auch
mit der Anwesenheit im Zulauf begriindet werden. Dort wiederum kénnen sie aus Nah-
rungsmitteln, aber auch aus Seifen stammen. Die Angaben beziehen sich wie Gblich auf
das Verhdltnis von Verbindungskohlenstoff zum Gesamt-DOC: Capronsadure (0.42 %),
Laurinsdure (0.19 %), Myristinsaure (0.42 %), Palmitinsdure (1.5 %), Palmitoleinsadure
(1.5 %), Stearinsdure (1.3 %), Olsdure (1.7 %), Linolsdure (0.30 %), Erucasiure (0.05 %),
Arachidonsdure (0.02 %).

Zusammenfassend sind die Ergebnisse von Einzelsubstanz-Bestimmungen im Tabelle 3
auf Seite 14 dargestelit. Es ist allerdings wichtig zu beachten, daB viele der Daten von
jeweils nur einem Autor an z. T. nur einer Kldranlage gemessen wurden. Reprédsentative
Daten liegen dann vor, wenn zumindest die GroBenordnung des Anteils der verschiede-
nen Einzelverbindungen von mehreren Autoren bestidtigt wird. Auf diesem Gebiet ist

noch viel analytische Arbeit zu investieren.
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2.4 Fllchtige Verbindungen

2.41 Flichtige Verbindungen als summarische MeBgroBe

In Veroffentlichungen wird unterschieden zwischen flichtigen Verbindungen mit aciden
Wasserstoffatomen und fluchtigen, neutralen Verbindungen. Inhaltsstoffe der ersten
Gruppe sind wasserdampffliichtig, wenn bei pH =2 destilliert wird.

Koppe und Stozek [41] referieren Reinhold mit einer Untersuchung aber den Anteil
flichtiger Fettsduren am CSB. Danach waren 23.8 bis 27.2 % des CSB flichtigen Sduren
zuzuordnen.

Painter [62] berichtete 1973 von 0.9 mg/l C fur freie, fluchtige Fettsduren. Dies entsprach
5.4 % des DOC. Er gab auch einen Wert fir neutrale, flichtige Stoffe an: 3.1 % des DOC.
Waggott [85] ermittelte fur flichtige Sduren eine Konzentration von 0.19 bis 0.91 mg/l C
(0.95 bis 4.55 % des DOC). Fiur neutrale Stoffe bestimmte er 0.52 bis 0.83 mg/i C (2.6 bis
4.15 %).

Baham und Sposito [6] geben einen Parameter "wasserdampfflichtige Verbindungen”
an, dem sie 8.5 % des DOC zuordnen.

2.4.2 Einzelne, fliichtige Verbindungen

Waggott [85] bestimmte auch einzelne, flichtige Sduren mittels Gaschromatographie. Er
fand Essigsdure in einer Konzentration von 0.19 mg/l C (0.95 % des DOC), Propionsiure
0.07 mg/l C (0.35 %), n-Buttersdure 0.005 mg/l C (0.025 %), i-Valeriansdure 0.0025
mg/l C (0.013 %), n-Valeriansdure 0.0025 mg/l C (0.013 %) und Capronsédure 0.005 mg/I
C (0.025 %).

Chian [12] fand 0.7 mg/l Essigsdure (entsp. 2.8 % des DOC) sowie 1.3 mg/| 2-Butanol
(entsp. 8.4 % des DOC). Beide Werte erscheinen relativ hoch. Essigsdure bildet sich,
wenn Abwasser anaerob wird, bzw. bei der gezielten anaeroben Behandlung. lhre An-
wesenheit in héherer Konzentration kénnte so erklart werden. Die Herkunft groBerer
Mengen an 2-Butanol ist unklar.

Scully [74] bestimmte basische Verbindungen im Kldranlagenablauf. Er fand Isoamyla-
min mit 6 pg/l, Isobutylamin mit 5 ug/l, 2-Methylbutylamin ebenfalis mit 5 yg/l sowie Pi-
peridin mit 4 ug/l. Uber den DOC-Gehalt des Ablaufs werden keine Aussagen gemacht,
aber der Gehalt an Kjeldahl-Stickstoff lag zwischen 2.19 mg/l N und 2.44 mg/l N. Damit
ist abzuschatzen, daB die Konzentration des DOC im Bereich zwischen 15 und 20 mg/I
lag. Der Anteil der obigen Amine am DOC ibersteigt im Einzelfall 0.01 % nicht, das heift,
als individuelle Verbindungen tragen diese Amine nicht wesentlich zur DOC-Bilanz bei.
Reinhard [68] bestimmte halogenierte Verbindungen und Industriechemikalien in einem
kommunalen Klaranlagenablauf. Er fand CHCI; (2.4 ug/l), CHBrCl, (0.36 wg/l), CHBr.Cl
(0.38 pg/ly und CHBr; (0.29 ug/l). Diese Haloformen steuerten in ihrer Summe 0.002 %
des DOC bei. Chlorbenzol (0.08 yg/l),
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1,2-Dichlorbenzol (1.4 wug/l), 1,4-Dichlorbenzol (1.7 pg/l) und 1,2,4-Trichlorbenzol (1.7
1a/l) hatten gemeinsam einen Anteil von 0.0016 % am DOC. 1,1,1-Trichlorethan (3.2
Ha/l), Trichlorethylen (0.17 pg/l) und Perchlorethylen (1.7 pyg/l) erreichten in ihrer Summe
einen DOC-Anteil von 0.0054 %. An nicht-chlorierten Verbindungen fand er Ethylbenzol
(0.07 pg/h), 1,2,4-Trimethylbenzol (0.07 ug/l), Naphthalin (0.09 yg/l) und 1-Methyinaphtha-
lin (0.08 wpg/l). Zusammengezdhlt ergaben diese Stoffe 0.007 % des DOC. Fur Tributyl-
phospat ermittelte er mit 28 ug/l einen relativ hohen Wert. Daraus resultierte ein Anteil
am DOC von 0.1 %.

2.5 Weitere Inhaltsstoffe von biologisch gereinigtem Abwasser

In diesem Abschnitt sollen Verbindungen zusammengefa3t werden, die keinem der obi-
gen Bereiche zugeordnet werden konnen, die aber dennoch als Inhaltsstoffe biologisch
gereinigter Abwisser identifiziert wurden.

Lah! und Burbaum [42] bestimmten Phthalate in Kldranlagenabldufen. Phthalsdureester
werden hdufig als Weichmacher fliir Kunststoffe verwendet. Sie fanden Dibutylphthalat
zwischen 10 und 54 ug/l, Butylbenzylphthalat (1 bis 36 pg/l), Dicyclohexylphthalat (<1
bis 2 pg/l), Dioctyiphthalat (9 bis 15 pg/l) und weitere Phthalate zwischen 21 und 57
Lgl/l. Zusammen trugen diese Phthalate rund 0.5 % zur DOC-Bilanz bei.

Tabak {79] bestimmte verschiedene Steroide. Norethindron (0.6 pg/l), Norethynodrel
(0.38 pg/l), Norethindron Acetat (0.2 ug/l), Medroxyprogesteron Acetat (0.16 ug/l), Dime-
thisteron (0.04 pg/l), Chlormadinon Acetat (0.08 wug/l), Ethynodiol Diacetat (0.55 pg/l),
Ethynyl-Estradiol (0.81 pg/l) und Mestranol (1.05 pg/l). Zusammen tragen diese Steroide
zu 0.083 % zum DOC bei, wenn eine DOC-Konzentration von 10 mg/l im Ablauf der Klar-
anlage angenommen wird. Als Quelle fur diese Verbindungen kommen Medikamente
bzw. pharmakologisch wirksame Stoffe aus der Tiermast in Frage.

Vermutlich aus dem Stoffwechsel stammen zwei Steroide, die Switzer-Howse [78] be-
stimmte. Er fand Coprostanol in einer Konzentration von 22 ug/l (entsprechend 0.17 %
des DOC) und Cholesterin 20 ug/l (0.16 %). Waggott [85] bestimmte ebenfalls diese bei-
den Stoffe. Cholesterin zu 5 bis 9 g/l und Coprostanol zu 8 bis 20 pxg/l. Zusammen tru-
gen diese beiden Steroide zu 0.17 % zur DOC-Bilanz bei.

Pitt, Jolley und Katz [66] fanden ebenfalls typische Stoffwechselprodukte: Uracil mit
30 wug/l, 5-Amino-6-Acetylamino-3-Methyluracil (30 yg/l), Inosin (20 pg/l), 1-Methylinosin
(88 wg/l), 1-Methylxanthin (6 ug/l), 7-Methylxanthin (5 #g/1) und auch 1,7-Dimethylxanthin
(6 pg/l). Zusammengezahlt ergeben diese Basen etwa 1 % des DOC, wenn eine Kon-
zentration von 10 mg/l DOC im Klaranlagenablauf angenommen wird.

Auch Coffein wurde bereits im Ablauf kommunaler Klaranlagen bestimmt. Reinhard [68]
ermittelte eine Konzentration von 4.8 ug/l. Bei 10 mg/l Ablauf-DOC bedeutet dies einen
DOC-Anteil von 0.018 %.
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2.6 Zusammenfassung der Literaturdaten

Summarische Werte: Zusammenfassend |aBt sich sagen, daB Gber summarische MeB-
groBen ca. 50 % des DOC von biologisch gereinigtem Abwasser zugeordnet werden
konnten. Mit den Obergruppen der Tabelle 4 sind ca. 25 % des DOC in Stoffgruppen
aufgeteilt. Eine Zuordnungsquote bis zu etwa 50 % ist erreichbar, wenn auch Obergrup-
pen wie “wasserdampffiichtige Verbindungen”, “flichtige Verbindungen” oder “ether-
extrahierbare mitbericksichtigt werden. Diese Gruppen sind sehr heterogen zusam-
mengesetzt und unterliegen in ihrer Menge groBen Schwankungen (z. B. “flichtige Stof-
fe” zwischen 3.5 % und 27 % des DOC). Auch mag es mehr oder weniger groBe Uber-
schneidungen hinsichtlich der in diesen Gruppen zusammengefaBten Verbindungen ge-
ben.

Tabelle 4. Zusammenfassung summarischer Mef3gréBen und ihr Anteil am DoC

Summarische MeBgréfBe Bereich der Werte Mittelwert 6
Gesamtkohlenhydrate 24-118% 5%
Freie Aminosduren 03- 28% 1%
Proteine 7 2.2-10.0% 5%
Methylenblau-aktive Substanzen 1.5-17.2 % 9%
Disulfinblau-aktive Substanzen 0.2- 1.0% 0.6 %
Bismut-aktive Substanzen 03-27% 1 %
Optische Aufhelier 05- 86 %

Komplexbildners 1.0%

Alle in obiger Tabelle aufgefithrten Werte beziehen sich auf das gesamte Spektrum der
molaren Massen. Als definiert niedermolekulare Gruppen kénnen lediglich “freie Amino-
sduren” und “Komplexbildner” angesehen werden. Selbst der Parameter “optische Auf-
heller” ist, wenn er Gber Fluoreszenzmessung ermittelt wurde, nicht auf den niedermo-
lekularen Bereich beschrankt, da nach Untersuchungen von Frimmel [22] Huminsduren
ebenfalls Fluoreszenz zeigen.

Einzelne Stoffe: Bei der Betrachtung der identifizierten Einzelverbindungen (Tabelle 5 auf
Seite 19) fallt auf, daB damit bei weitem nicht der Aufkldrungsgrad der summarischen

6 Mittelwerte nur bei drei und mehr erfaBten Arbeiten dazu
7 Daten ohne die nach der Lowry-Methode ermitteiten Werte. Diese liegen 2-4 fach h6her.

8 Hiervon wurde kein Summenparameter bestimmt. Der Wert stelit die aufsummierten Einzeler-
gebnisse von Carboxylaten, NTA und EDTA dar.
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MeBgroBen erreicht wird. Dies trifft insbesondere fir den Vergleich von Kohlenhydrat-
Summenwerten und -Einzelverbindungen zu.

Tabelle 5. Zusammenfassung der Einzelverbindungen und ihr Anteil am DOC: Prozentan-
gaben stellen aufsummierte Werte von Einzelverbindungen dar.

Klasse der Einzelstoffe Anteil am DOC
Kohlenhydrate ¢ 0.6 %
Freie und gebundene Aminoséduren ¢ 1.0 %
Fettsduren 7.0 %
Kationische Tenside 0.5 %
Abbauprodukte nichtionischer Tenside 1.1 %
Komplexbildner 1.0 %
Fliichtige Sauren 1.4 %
Fllichtige Basen 0.04 %
Kernbasen und Derivate 1.0 %
Weichmacher 0.5 %
Steroide 0.3 %
Chlorierte Verbindungen < 0.01 %

Insgesamt wurden Ober 100 Einzelverbindungen in Abldufen kommunaler Kldranlagen
mit biologischer Reinigungsstufe bestimmt, viele davon im Bereich unter 0.1 % Anteil an
der Gesamtmenge des geldsten organischen Kohlenstoffs. Polymere Verbindungen in
biologisch gereinigtem Abwasser wurden hydrolysiert und dann die Monomere be-
stimmt. Arbeiten, die Sequenzanalysen der Polymere zum Thema haben, waren beim
Literaturstudium nicht zu finden,.

Als Einzelverbindungen sind rund 10 % des DOC aufgeklart. Die Daten fir “optische
Aufheller” sind dabei nicht berticksichtigt, denn diese Daten entstammen nur einer Arbeit
und sind somit nicht reprdsentativ. Eine summarische MeBgréBe als Vergleichswert
hierzu gibt 0.5 % Anteil am DOC an. Die Schwankungen sind also so groB (0.5-8.6 %),
daB dieser Parameter in der Bilanzierung unbericksichtigt bleibt.

Von den identifizierten Einzelstoffen fallen 90 % in den niedermolekularen Bereich. Trotz
dieses hohen Prozentsatzes liegt die Aufklarungsquote fir den Anteil von Verbindungen
mit niederer molarer Masse im gunstigsten Fall bei 25 %. Obwohl die Auswahl der hier
referierten Artikel streng auf den Bereich der kommunalen Kldranlagen beschrédnkt wur-
de und somit fur den Bereich des Klaranlagen-Zulaufs mit vergleichbaren Verhéltnissen
zu rechnen ist, bleibt als Variable die Leistungsféhigkeit der einzelnen Anlagen. Die ein-
zelnen Autoren machen dartiber haufig nur ungenaue oder gar keine Angaben, so daB
darauf verzichtet wurde, diesen Parameter auch noch zu beriicksichtigen.

9 SchlieBt hochmolekulare Anteile mit ein
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In der folgenden Tabelle sind zum AbschluB dieses Ubersichtskapitels alle in dieser Ar-
beit auftauchenden Einzelstoffe (insgesamt 262 nach eigenen Befunden und Literaturan-
gaben) zusammengefaBt, die in biologisch gereinigtem, kommunalem Abwasser gefun-
den wurden.

Tabelle 6. Liste aller in dieser Arbeit erwidhnten Inhaltsstoffe gereinigter Abwidsser: Stoffe,
die mit [X] gekennzeichnet sind, wurden in den in dieser Arbeit beschriebenen
Untersuchungen nachgewiesen.

Aliphatische Kohlenwasserstoffe (26)

CBH14 [44] 3-Methylpentan {44]
CgH18 [44} Cyclohexan . X1
C10H16 [21} 2,2,4 Trimethylpentan [44]
C11H24 [44] 3.3 Dimethylhexan [44]
C14H28 [21] Cyclodecan X3
C18H36 X1 2,3,5-Trimsthyloctan X3
C20H40 {21} 5-Methylundecan X3
C24H48 21 2-Methyldodecan 2]
C28H54 [44] 2,5 Dimethyltetradecan xi
C27H56 [44] Heptadecan X1
C32H62 8,8 2,6,10,18 Heptamethyldecan X3
C32H68 X1 10-Methyleicosan (R3]
C38H72 X3 §-Octadacan X1

Aromatische Kohlenwasserstoffe (9)

Toluol [441, [21], [68] Propytbenzol [44]
Dimethyibenzol [44] Divinylbenzol [44]
g;’;iﬁ':z':f““' gﬁ% 58] Naphthalin [44], [21], [68]
Styrol [44] Methylinaphthalin [21], [68]
Alkohole, Phenole (22)
2-Butanol 12} p-Tetramathylbutyl-phenol [21]
Mathylhexanol [44] Nonylpheno! X1, [11. [77)
Heptanol f21] Alpha-Terpineol 21
Hexadecanol [X] 2-Ethoxiethanol [44]
Phenol [44] 2,2-Diethoxiethanol 23]
Methylphenol [443, [21] Isopropylethoxiethanol [44]
Allytphenol [44] D,L 1,6-Di-Deoxalditol-3, 4-di-O-Methyl X3
p-Tert. Amyiphenol f21] Allo-tnosit X1
3-(1,1-Dimethylethyl}-Phenol X1 p-Propoxiphenol 21
Methyl-tert.-butylphenol f21} 5-Methyl-Hydroxiphenot xa
4-Methyl-2 5-Di-tart.-butylphenol [X], [44] 1,1-Disthyl-4-Methoxi-phenol X3
Steroide (11)
Norethindron {79] Ethynodiol Diacetat {7831
Noretynodrel [79] Ethynylestradiol {791
Norethindron Acetat {78} Mestranol (78]
Medroxyprogesteron {78}
Dimethisteran £79] Coprostanol } [85], (78]

Chlormadinon Acetat [79] Cholesterin {851, [78]



Di-(1-Methyl, 2-Hydroxi-propyl)ether
1,3-Dioxaian
Tetraethylengiycol-dimethylether
Nonylphenolethoxylat
Nonylphenoldiethoxylat

Glucose
Fructose
Mannose
Galactose
Xylose

Di-tert.butyichinon

Benzophenon

Benzaldehyd, 4-Methyloxim

Benzaldehyd

2-Methyi-2-Butenal

Zimtaldehyd

1-(2H)-Naphthalinon-3,4-Dihydro, -5,8-Dimethyl
4-Ethylacetophenon

Benzoitriacetat
Diethyiphthatat
Phthaisdure-butyi-2-Methyipropylester
Dibutyiphthalat
Phthalsdurediisooctylester
Propylbenzylisobutylaster
Butyl-Benzylphthalat
Dicyciohexylphthalat
Fumarsduredimethylester
Dimethylbenzoesiuremethylester
Decandicarbonsiuredimethylester
Methoximethylbenzoesduremethylester
iethoxiessigséureethylest
Methylphthalsduredibutylester
1-H-Pyrrol-2-Carbonsaureethylester
5-Phenylpentansiure
Phenylpropionsduremethylester
Phthalsauredisthylhexylest
Phthalséuredimethylester
Phthalsduredioctylester
2,4,5-Trimethylbenzoesduremethylester
4-Vinylbenzoesiuremethylester
Ameisensaure
Essigsaure
Capronsduremethylester
Oenanthsiduremsthylester
Pelargonsauremethylester
Caprinsauremethylester
Hydroxifumarsiuredimethylester
3,3-Dimethyi-3-Phenylpropionsaure
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Ether (10)
(44} Nonylphenoitriethoxylat
[213 Octy!phenoiethoxyiat
{44} Dimethy!dioxan
[283. [77} 2,4-Diethyl,-3,5-Dimethyl,-4,6-Dihydrofuran
(263, (771 2-Pentenylfuran

Kohlenhydrate (9)

[85], [31] N-Acetylglucosamin
(853, [31) Glucosamin

S‘H Galactosamin

313 Fucosamin

Aldehyde, Ketone (15)

X1, [44] 2-Methyipentenal

[21] 3-Methyl-2-Butenal

X3 Dimethoxiacetophenon

E;‘;]‘ [21] Hydroxi-Methoxiaceto-phenon

[44) 1-H-Pyrrol-2,5-Dion-3-Ethyl, -4-Methy!
(23] 2-Furfural

[44] 5-Methoxifurfural

Carbonsduren und Ester (59)

[44] Benzoesduremethylester

[21] Furandicarbonsduredimethylester

X3 4-Isopropylbenzoesiure

[X1, [21]. [42] Hydroxi-Butandicarbonsauredimethylester
X1 2,4-Hexandiendicarbonsiuredimethylester
[44] Octylphenolethoxylat-Carbonsaure

[42] Octylphenoldiethoxylat-Carbonsaure
[42] Octylphenoltetraethoxylat-Carbonsaure
X3 Mandelsduremethylester

[44] Laurinsduremethylester

x3 Myristinsauramethylester

[a4] Palmitinsauremethylester

23] Margarinsauremethylaster

[44] Stearinsduremethylester

%E} Palmitinsdureethylester

Palmitinsdure-n-octylestar

Eﬁ% Palmitoleinsaure

X1, [44) Arachidonsaure

[44], (42} Erucasdure

[44] 16-Methylheptadecansiure

[44] 13-Methylpentadecansiure

[44] ?renztraubenséuremethylestar
[44], [12] Apfelsduredimethylester

[44] 11-Hexadecensduremethylester
[44] Methacrylsdure

[44] 8,12-Octadecadiensauremethylester
[44] 9-Octadecaensduremethylester
X] Ethyienglycolmonoacetat

[44) Milchsduremethylester

[68]
{68]
[44]
[44]
[44]

[313
313
31]
(311

{21}
[X1

[44]
{44]
[X]

[44)
[443

[x1,
x]

[44]
[X]

{X]

{44)
[44]
[44]
{44]
[44]
[44]
[44]
[44)
[44]
[44]
[44]
g

n

13

[44)
[44]
[44]
[44]
{44
4]
[44]
[44]
[44]
[44]

[44]



Trichlormethan
Dichlorbrommathan
Chordibrommethan
Tribrommethan
Chlarbenzol
1,2-Dichklorbenzol
1,4-Dichlorbenzol
1,2.4-Trichlorbanzol
Trichlorethylen

Alanin

a-Aminobuttersaure
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein

Glutamin

Glycin

Histidin
Lysin
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Halogenierte Verbindungen (17)

(s8]
[68]
[21], [68]
{211, [68]
[68]
[21}, [68]
[68]
[68]
[68]

Perchlorethylen
Chiorbenzoesauremethylester
Dichlorbenzoesiuremethylester
Trichlorbenzoesduremethylester
Dichlormethylbenzoesduremethylester
Trichlormethylbenzoesduremethylester
3-Bromcyclohexen

3-Chlorcyclohexsn

Aminosduren (20)

[X]. [44], [85], [74], [83]
[31]

[X]. [85]. [31]

{x]

[X], [85], {74, [83]}. [31]
{x]

[X]

[X], [44], {74], [86], {63],
31

[X]. [44], [83], [31]

[X], {74], [83], [31]

Methionin
Serin
Thyrosin
Vatin
Arginin
Glutaminsdure
Threonin
Phenylalanin
Isoleucin
Leucin
Prolin

Weitere Verbindungen mit Hetero-Atomen (64)

1-H-Imidazol,-4-Ethanolamin -5-Methyl
Benzothiazol

Acetaminophen
N,N-Diisopropyl-p-phenylendiamin
2-{Methylthio}benzthiazol
Benzolethanolamin, N-Alpha-dimethyl
Benzothiadiazol
N,N-Dimethylbarbitural
Phosphorsduretrimethylester
N,N-Dimethyiphenobarbiton
4-Cyanobenzoesdure-4-Methylphenylester
2-Mathyl-8-Chinolin
Phosphoramsauredimethylester
Trimethylphosphin

Trithiopentan

2-Thioxo-4-Imidazolinon
1-H-Indol-3-Essigsdureethylester
Benzolsulfonsduremethylester
2-Chlorchinazolin
4-Methylbenzolsulfonsauremethylester
4-Methylbenzolsulfonsiureethylester
4-Ethylheptanamid

5-Methylheptanamid
N,N-Dimethylbenzo!sulfonamid
2-Methylpyridin

2,4-Dimethyipyridin

3-Ethylpyridin
2-Diethoximethyi-1H-Imidazol
4-Pyridincarbonsduremethylester
1-H-indot
1-H-2-H-2,4-Pyrimidindion-1,3-Dimethyl
4-Methoxibenzamid
3-Methylphenyicarbaminsiuremathylester

[x]
[44]
[21]
[44]
{21]
[x]
f21]
[44]
23]
[44]
X3

X1
[44]
[44]
{X]
x]
X3
X1
X}
[x}
X3
[x]
[x]
[x]
[X]
X1
x]
x]
[x]
[X]
[X]
[X]

1-H-Isoindoi-1,3-dien, 2-Methyl

N,N 4-trimethyibenzolsuifonamid
2,2-Dimethylipyrrolidin-1-(2-Dimethytamino)-
1,1-Dimethyiethoxi-2 2-Dimethyl-
N,4-Dimethylbenzolsulfonamid
2-Chlorethanoiphosphat
1-H-Purin-2,6-dion-3,7-Dihydro-,-1,3,7-, Trimethyi-
1-H-Indol-3-Ethanclamin -N,1-Dimethyl,
-2-tetra-hydrofuranyl-
2-H-Hexahydroazepion
4-Methyl-2-Pyridinamin
Ethylendiamintetr igsdure
Nitrilotriacetat

|scamylamin

Isobutylamin

Methylbutylamin

Piperidin
Distearyldimethylammoniumchiorid
Lauryltrimethylammoniumchiorid
Myristy trimethylammoniumchlorid
Palmityltrimethylammoniumchlorid
Tributylphosphat

Adenin

Cytosin

Uracil

§-Amino, 8-Acetylamino, -3-Methyluracil
Inosin

1-Methylinosin

1-Methyixanthin

7-Methylxanthin

1,7-Dimsthylxanthin

Coffein

[21], [68]
[44]
4]
[+4]
[44]
[44]
(21
21

[X], [31]

[X], [44]. [85). {63], [31]

[X], [74], [63], [31],
{X]. [85). [74]. [31]
[44], [31]

[44], [85], [74], [63], [31]
[44], {85], [74], [63], [31]

{85], [63), {31}
{74), {83], (31}
[74]
[31]

X1
x3

X3
[x1
X1
X1

X1
[X]
x]
(85], [42]
[42], [286]
(74)
{74]
{74]
[74)
(82}
(52}
{s2)
{52]
(68]
£x]
x]
{es]
{66}
[68]
(663
[66]
[68]
[86]
[68]
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Untersuchungen zur Anreicherung niedermolekularer
Inhaltsstoffe
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3. Versuche zur Aufkonzentrierung der organischen Inhaltsstoffe

Die Konzentrationen niedermolekularer, organischer Verbindungen, die in Ablaufen bio-
logischer Klarstufen zu finden sind, liegen in den meisten Fillen unterhalb der Grenze,
ab der Stoffe direkt aus der Probe bestimmt werden kénnen. Fur die Analyse missen sie
aufkonzentriert werden. Je nach Art der zu bestimmenden Verbindung kommen dabei
unterschiedliche Anreicherungstechniken in Frage:

e Fur fluichtige Verbindungen das Ausblasen und anschlieBendes Auskondensieren
aus der Gasphase, oder anschlieBende Adsorption an geeignete Tragermaterialien
(Aktivkohle, Tenax etc.). Die Desorption erfolgt in diesen Fallen mittels Lésungsmit-
teln oder thermisch.

®  Fiar ionische Verbindungen die Fixierung an lonenaustauschern und die Elution mit
geeigneten Pufferldsungen.

e  Fur unpolare Verbindungen die Extraktion mit geeigneten Lésungsmitteln.

e  Ebenfalls fur unpolare bis mittelpolare Verbindungen kommt die Adsorption an lipo-
phile Adsorber (Reversed-Phase Materialien, makropordse Harze, Aktivkohle etc.) in
Frage. Die Desorption erfolgt mit geeigneten Losungsmitteln.

¢  Fir hochmolekulare Verbindungen ist die Membranfiltration oder die Dialyse zur
Isolierung und Aufkonzentrierung geeignet.

Diese Aufstellung géngiger Anreicherungstechniken ist weit davon entfernt, volistandig
zu sein. Sie mag jedoch als Uberblick genigen.

Von Vorteil bei diesen Techniken ist die Tatsache, daB sie selektiv gestaltet werden
kénnen. Sie sind daher bei der Bestimmung von einzelnen, bereits bekannten Substan-
zen weit verbreitet. Ubersichtsartike! zu diesen Techniken finden sich bei Jolley [37],
Dressler [19] und Leenheer [43]. Zur RP-Phasen Adsorption und zur flussig/flissig Ex-
traktion sei auf Aufsatze von Merz [53], sowie Otson [59] verwiesen.

In dieser Arbeit steht jedoch die Analytik der gesamten niedermolekularen organischen
Verbindungen im Blickpunkt, die in den Ablaufen biologischer Kidrstufen zu finden sind.
Das heiBt, eine selektive Aufkonzentrierung stellt eher ein negatives Attribut fur eine
Methode dar. Fur eine einzelne Verbindung kann die Adsorption/Desorption genau bi-
lanziert werden. Bei einem Kladranlagenablauf mit einer groBen Menge an organischen
Einzelstoffen ist das nicht der Fall. Bei der Anwendung von Adsorptionstechniken muB
man auf diesem Sektor Unsicherheiten in Kauf nehmen.

Da die beschriebenen Verfahren zur Aufkonzentrierung organischer Verbindungen im
vorliegenden Fall ungeeignet erscheinen, wird in dieser Arbeit die Aufkonzentrierung
durch Wasserentfernung erreicht.
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Techniken die dieses Prinzip realisieren sind im wesentlichen :

Ausfrieren des Wassers (Gefrieranreicherung)
Verdampfen des Wassers

Verdampfen unter reduziertem Druck
Sublimation des Wassers (Gefriertrocknung)

e~

Am schonensten sind zweifelsfrei die Gefrieranreicherung und die Gefriertrocknung, weil
hierbei die thermische Belastung der organischen Inhaltstoffe am geringsten ist. Die
Gefriertrocknung ist allerdings nicht in jeder Hinsicht ginstig, denn sie ist unpraktisch
zur Verarbeitung groBer Probenvolumina im Labor. Geeignet erscheint auch die Ver-
dampfung unter reduziertem Druck z. B. mittels Rotationsverdampfern oder Kuderna-Da-
nish-Evaporatoren. Ungunstig wegen auftretender thermischer Belastungen der Inhalts-
stoffe ist auf alle Félle die Verdampfung des Wassers unter Normaldruck.

Die Methoden 1, 3 und 4 werden im folgenden auf ihre Verwendbarkeit hin untersucht.

3.1 Gefrieranreicherung

Ein Vorteil dieser Methode ist, daB relativ groBe Wassermengen auf einmal verarbeitet
werden kénnen, um daraus ausreichende Mengen organischer Substanz (Probenhomo-
genitét fur vergleichende Untersuchungen) zu gewinnen. Daneben bedarf die Anlage nur
eines MindestmaBes an Kontrolle.

Ubersicht iiber technische Realisierungen des Prinzips: In der Literatur sind drei Aus-
fuhrungsprinzipien beschrieben:

1. Das gerichtete Erstarren
Dabei wird die wiassrige Lésung der aufzukonzentrierenden Stoffe in ein Kiltebad
abgesenkt und dabei an der Phasengrenze Eis/Wasser gerihrt. Die Eisschicht
wachst von unten nach oben. Am Ende kann oben eine konzentrierte Lésung der zu
untersuchenden Stoffe abgenommen werden. Diese Technik wurde von Schildknecht
und Schlegelmilch [71], [72] beschrieben.

2. Die Kuhlbirne
In der aufzukonzentrierenden Lésung héngt eine Kithlbirne, an der das Wasser aus-
friert. Die Losung wird dabei entweder geruhrt, oder es wird das gesamte Gefa
gedreht. Diese Technik beschreiben Kepner [39] sowie Minear und Keith [55].

3. Der Shapiro-Typ
Die Kuhlung der anzureichernden Lésung erfolgt tiber die Wand des ProbengefidBes.
Dort wachst auch die Eisschicht auf. Die Losung wird wiahrend des Gefriervorganges
intensiv gerthrt. Manche Anordnungen sehen zudem vor, daf8 der Ruhrer mit zu-
nehmender Dauer des Gefriervorgangs langsam aus dem Behalter gezogen wird und
so auch von der Bodenplatte her Eis aufwéchst. Eine Beschreibung solcher Anlagen
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findet sich bei Minear [55]. Bernauer [9] beschreibt eine Kaskaden-Konzentrie-
rungsanlage nach diesem Verfahren, jedoch nur im LabormaBstab.

Wiederfindungsversuche mit einem Shapiro-Typ: Fir die vorliegende Arbeit wurde ein
Shapiro-Typ ausgewahlt. Er ist in Abbildung 1 auf Seite 28 dargestellt und bei Metzger
[54] beschrieben. Der zylindrische Innenraum faBte 190 Liter, gerihrt wurde mit einem
Paddelrahrer und die Kihlung erfolgte durch einen mit Methanol betriebenen Kryostaten.
Um Kontamination mit organischen Verbindungen zu vermeiden ist der Probenraum aus
Edelstahl hergestellt. Der Probenraum hat an seinem tiefsten Punkt einen AuslaB, durch
den bequem die aufkonzentrierte Probe und spater das abgetaute Wasser abgelassen
werden kdnnen. Um den Ablauf eisfrei zu halten, lief der Rihrer wahrend der gesamten
Ausfrierphase ca. 10 cm lber dem Auslauf.

Aus den MeBwerten in Tabelle 7 ist zu erkennen, daB bis zu Konzentrierungsfaktoren
von 3.3 keine meBbaren Verluste an geldsten organischen Inhaltsstoffen (gemessen als
DOC) auftraten. Bei einem Konzentrierungsfaktor von 3.8 wurden 10 % des DOC nicht
mehr in geloster Form wiedergefunden. Ausgefallene anorganische Stoffe tribten das
Konzentrat bereits schwach.

Auch bei geringeren Anreicherungsfaktocren waren Verluste zu beobachten, wenn es
nicht gelang eine Eisschicht an der Wand aufwachsen zu lassen, die keine Einschlisse
der flissigen Phase hatte. Optisch zeigte sich dies durch Trabungen der Eisschicht.

Tabelle 7. Wiederfindung Gefrieranreicherung: Versuche mit membranfiltriertem Ablauf
einer biologischen Klarstufe.

Anreicherungs- Ausgangs- | End-DOC | Ausgangs- End- DOC-WiederH
faktor DOC {(mg/l) Volumen Volumen findung
(mg/i) ) () (%)
2.3 5.2 11.9 150 65 99
3.3 6.2 21.2 100 30 102
3.3 4.7 13.8 150 50 - 98
38 6.2 21.0 150 40 90

Bei Versuchen mit membranfiltriertem Ablauf einer biologischen Kidrstufe wurde festge-
stellt, daB Triubungen der Eisschicht regelmaBig auftraten, wenn:

¢ Die Wandtemperatur zu Versuchsbeginn <-5°C war. Daraus resultierte eine zu hohe
Einfriergeschwindigkeit mit Einschlissen der flissigen Phase im Eis.



- 28 -

e Die Ruhrgeschwindigkeit am Anfang sehr hoch (> 200 U/min.) war. Dabei wurden
Stucke der noch dinnen Eisschicht losgerissen, die in der Lésung weiterwuchsen,
zusammenwuchsen und so ebenfalls Einschliisse verursachten.

® Die LOsung zu "sauber” war. Bei Proben, die mittels Elektrodialyse entsaizt und zu-
sdtzlich ultrafiltriert waren, durch eine Membran der nominellen Trenngrenze 1000
Dalton, trat regelméiBig eine UnterkGhlung der Lésung auf, mit anschlieBender
spontaner Eisbildung an mehreren Stellen der Ldsung. Auch dabei waren Ein-
schliisse die Folge.

Bei Einsatzmengen von 150 - 180 Litern Wasser war die Gefrieranreicherung nach 4 - 8
Tagen beendet. Zwischen 67 und 75 % des Wassers konnten ausgefroren werden. Die
Wiederfindung fur geldsten organischen Kohlenstoff im Konzentrat lag dabei zwischen
90 und 100 %.

Die oben angefiihrten Versuche zeigen, daB hohere Konzentrierungsfaktoren als drei bis
vier nur erreichbar sind, wenn auch Verluste an organischem Material in Kauf genommen

werden.

Konzentrat  Rihrmotor mit Ruhrer

Edelstahlgefal [@=59cm, h=85¢cm)]
Kuhischlangen

Kuhlkreislauf

Kryostat

Eismantel|
AblaNhahn

Abbildung 1. Gefrieranreicherungsaniage des Shapiro Typs: Zur Aufkonzentrierung von
biologisch gereinigtem Abwasser verwendete Anlage.

Die Verluste sind dabei bedingt durch Adsorption oder MitreiBen an sich bildende Nie-
derschlage schwerloslicher Salze. Aber auch die zunehmende Konzentration anorgani-
scher Inhaltsstoffe aligemein spielt offenbar eine Rolle (Aussalzungseffekt). Stadnik und
Dedkov [75] haben diesen Effekt ndher untersucht. Sie verwendeten fur ihre Versuche
Benzoesdure. In destilliertem Wasser hatten sie eine Wiederfindungsrate von 96 %. Be-
reits bei einer Salzkonzentration von 0.2 g/l NaCl wurden nur noch 87 % in geldster Form
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wiedergefunden. Sie beobachteten eine ausgepragte Abhidngigkeit der Wiederfindungs-
raten vom Gehalt anorganischer Anteile in der Probe.

Fur die spater beschriebene Aufarbeitung groBer Wassermengen wurde aufgrund obiger
Versuche mit Proben von Kldranlagenabldufen der folgende Arbeitsablauf festgelegt:

1. Filtration durch Glasfaserfilter und anschlieBende Membranfiltration (< 0.45 ym).

2. Vorkihlung auf 0 °C,

3. Absenkung der Wandtemperatur tber Nacht auf -5 °C. Dabei nur langsames Rihren
(ca. 60 U/min.). Es wéchst eine schwache Eisschicht auf die Wand auf.

4. Absenkung der Wandtemperatur auf -11 °C und Rihren mit ca.100 U/min.

3.2 Vakuumverdampfung

3.21 Beschreibung von Verfahren zur Vakuumverdampfung

Der prinzipiell einfachste Ansatz ist der Aufbau einer normalen Vakuumdestillationsap-
paratur. Pitt, Jolley und Katz [66] betrieben eine solche Anlage zur Aufkonzentrierung
biologisch gereinigter Abwdésser. Bei einer 10- bis 30-fachen Anreicherung hatten sie
Wiederfindungsraten fir die organischen Bestandteile des Abwassers, die nach ihren
Angaben besser als 85 % (im Niederschlag und in der flussigen Phase) waren.

Eine VergroBerung der Oberfliche und damit einen Zeitgewinn bei der Verdampfung des
Wassers erreicht man mittels der bekannten Rotationsverdampfer. Durch die sich dre-
henden Kolben wird das Konzentrat und ausfallende Salze jedoch auf eine groBe Flache
verteilt. Dies fuhrt bei geringen Konzentratvolumina zu praktischen Problemen bei der
Weiterverarbeitung.

Eine VergréBerung der Wasseroberflache kann auch mit Dunnfilmverdampfern erreicht
werden. Der Vorteil solcher Anlagen liegt in der halbkontinuierlichen Arbeitsweise be-
griindet, jedoch traten bei Versuchen mit einer solchen Anlage Kontaminationsprobleme
durch die Schmierung der Wischerachse auf.

Um das beim Rotationsverdampfer auftretende Problem der Verteilung von geringen
Konzentratmengen iber groBe Oberflichen und damit einhergehende Verluste an orga-
nischem Material zu umgehen, werden fur geringe Probenvolumina h&dufig sog. Kuder-
na-Danish-Evaporatoren eingesetzt. Sie entsprechen vom Aufbau her einer Vakuumde-
stillationsanlage. Jedoch wird aus einem Spitzkolben heraus destilliert, so daB auch ge-
ringe Konzentratmengen noch verlustfrei entnommen werden kénnen.
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3.2.2 Versuche zur Wiederfindung bei Vakuumverdampfung

Es wurden Versuche mit einem Rotationsverdampfer durchgefuhrt. Zur technischen Be-
schreibung der Anlage vgl. “Liste verwendeter Gerdte und Hilfsmittel” auf Seite 123.
Zwischen Vakuumsystem und Rotationsverdampfer war eine zuséatzliche Kihlfalle instal-
liert, die mit einer Isopropanol/Trockeneis Mischung gekihlt wurde. Die Temperatur fur
die Destillationskolben wurde auf 30 - 35 °C eingestellt. In diesem Temperaturbereich
bleibt die thermische Belastung der Inhaltsstoffe gering.

Untersucht wurde die Wiederfindung an geléstem organischem Material in Abhangigkeit
vom Konzentrierungsgrad. Die wesentlichen Befunde dabei sind hier aufgelistet.

& Bei Konzentrierungsfaktoren unter 10 war noch keine Niederschlagsbildung und
auch kein Veriust an organischen Stoffen durch Adsorption oder MitreiBen zu beob-
achten. Zwischen 8 und 13 % des DOC gelangten ins Destillat und sind damit was-
serdampfflichtigen Verbindungen zuzuordnen. in der Kihlfalle vor dem Vakuumsy-
stem schieden sich Stoffe ab, die ca. 1 % des DOC ausmachten. Der geringe Anteil
leichtfiichtiger Stoffe ist verstandlich, weil im Belebungsbecken durch die intensive
Beluftung flichtige Stoffe bereits zum grdBten Teil ausgetrieben werden.

@ Bei 40- bis 70-facher Aufkonzentrierung bildete sich ein gut absetzbarer Nieder-
schlag. Im Konzentrat waren in geldster Form noch 52 bis 71 % des DOC vorhanden.
Far Proben mit ausschlieBlich niedermolekularen Anteilen (<1000 D) bewegte sich
der Anteil des organischen Kohlenstoffs, der im Konzentrat noch in Lésung war,
zwischen 44 und 70 % (im Mittel: 63 %). Die Anreicherungsfaktoren lagen dabei
zwischen 30 und 100.

® Nach vorheriger Entfernung des Hauptteils der anorganischen inhaltsstoffe mittels
Elektrodialyse wurden deutlich héhere Wiederfindungsraten bei der Vakuumver-
dampfung beobachtet. Sie lagen zwischen 78 und 85 % bei 100-facher Anreicherung.
Auch hierbei wurde die Bildung eines Niederschlages beobachtet, jedoch hatte er
eine wesentlich geringere Masse als bei nicht elektrodialysierten Proben und war
von gelartiger Konsistenz. Qualitative Versuche mit FluBsdure zeigten, daB er zu-
mindest zum Teil aus Kieselsdure bestand.

Die Messwerte zu diesen Versuchen sind im Tabellenanhang aufgefiihrt.

Zusammenfassung der Wiederfindungsversuche: Wenn Abwasser unmittelbar im Rota-
tionsverdampfer aufkonzentriert wurde, traten Verluste an I&slichem organischem Mate-
rial in der GroBenordnung von 40 % auf, wenn der Anreicherungsfaktor groBer als 50
war.

Autoren, die sich dieser Aufkonzentrierungstechnik bedienten, um organische Verbin-
dungen in Wasser zu untersuchen, hatten ebenfalls Verluste in der GréBenordnung, die
von mir far nicht elektrodialysierte Proben gefunden wurde. Parkin und McCarty [63]
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berichteten, daB bereits bei 5 bis 10-facher Anreicherung Verluste um 50 % auftraten.
Bei einer Aufkonzentrierung um den Faktor 20 fanden Tambo und Kamei [80] im Kon-
zentrat noch 69 % des urspriinglichen DOC.

Drei Faktoren mindern dabei die Wiederfindung. Ausfallendes anorganisches Material
reiBt organische Stoffe mit oder adsorbiert sie. Organische Stoffe werden mit Wasser-
dampf in die Vorlage des Rotationsverdampfers transportiert (Wasserdampfflichtige
Stoffe). Organische Stoffe werden Uber das Vakuumsystem abgesaugt {flichtige Stoffe).
Der iberwiegende Teil der Verluste resultierte aus Adsorption an ausfallendes anorga-
nisches Material. Ferner gelangten 8 bis 13 % des DOC als wasserdampfflichtige Ver-
bindungen in das Destillat und missen damit hinsichtlich der Konzentrierung als Verlust
angesehen werden. Bei Konzentrierungsfaktoren zwischen 40 und 70 traten Gesamtver-
luste an DOC zwischen 30 % und 50 % auf. Der Anteil, der davon im Niederschiag zu
finden ist, wurde nicht bestimmt. Zieht man jedoch einen Anteil von 10 % fir wasser-
dampfflichtige Verbindungen ab, so ergeben sich 20 bis 40 % DOC-Anteil im Nieder-
schlag. Painter [61] fand bei 60 % Wiederfindung im Konzentrat, daB von den Gbrigen 40
% des organischen Materials 10 % im Destillat zu finden waren und 30 % im Nieder-
schlag.

Die ergebnisse sahen wesentlich glnstiger aus, wenn elektrodialysierte Proben ver-
wendet wurden. Hier konnten ohne Probleme mehr als 80 % der organischen Verbin-
dungen wiedergefunden werden, selbst nach 100-facher Aufkonzentrierung. Aufgrund
des geringeren Salzgehaltes kommt es bei der Verwendung von elekirodialysierten Pro-
ben in geringerem Umfang zu Okklusionen oder Adsorption der organischen Inhaitsstof-
fe. Dieser Effekt wirkt sich um so deutlicher aus, je héher die Konzentrierungsfaktoren
sind. Mit dieser Technik kann die Vakuumverdampfung effektiver und mit geringeren
Verlusten betrieben werden als dies bei anderen Autoren beschrieben ist.

Fir diese Arbeit sollten die organischen Inhaltsstoffe als Trockenmasse vorliegen, um
damit auch Extraktionsversuche durchfithren zu kdnnen. Das Einrotieren zur Trockene
war jedoch unginstig, weil die Loéslichkeit der Verbindungen darunter litt. Aus diesem
Grund wurde als letzter Schritt die Gefriertrocknung verwendet. Vakuumverdampfung ist
fur diese Stufe als Vorkonzentrierungsschritt nutzlich, da die groBen Probenvolumina, die
zur Untersuchung organischer Einzelstoffe benétigt werden, im LabormaBstab nicht allein
mittels Gefriertrocknung aufkonzentriert werden konnten.

3.3 Gefriertrocknung

Zwei Techniken der Gefriertrocknung wurden getestet:

e Das Einfrieren der Probe in einer Kristallisierschale und die anschiieBende Trock-
nung in einem dickwandigen Kunststoffaufsatz der Gefriertrocknungsanlage. Dabei
war deutlich ein Verspritzen der fast trockenen Probe Uber die gesamte Flache des
Aufsatzes zu beobachten. Diese Technik wurde verworfen, eine Verlustbilanzierung
nicht durchgefihrt.
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® Das Einfrieren der Probe in einem Rundkolben und den AnschluB des Kolbens direkt
an das Vakuumsystem. Die Wiederfindungsrate der Trockenmasse lag bei dieser
Technik bei 97 %. Hierbei waren also kaum Verluste zu beobachten.

Die Verluste, die bei der Gefriertrocknung auftreten, beruhen auf dem MitreiBen von
Feststoffteilchen. Deutlich sind sie in der Kithifalle vor der Vakuumpumpe zu erkennen.

Man kann daher annehmen, daf3 dabei die Verlustrate fir alle Inhaltsstoffe gleich ist. Die
Verhidltnisse der einzeinen Probenbestandteile zueinander sollten sich dadurch nicht

andern.
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4. Untersuchungen zur Charakterisierung nach der molaren Masse

Der niedermolekulare Anteil wird hier definiert als “organische Stoffe mit einer molaren
Masse unter 1000 Dalton”. Dieser Wert gilt auch in der Biochemie als Grenze zum ma-
kromolekularen Bereich (Lehninger [45] S. 16). Im neuen SI-System [69] wird statt des
Begriffs "Dalton”, das “u” als Einheit fir atomare Massenzahlen benutzt. Die Einheit
“Dalton” ist aber in fihrenden Zeitschriften noch sehr verbreitet und wird auch in dieser
Arbeit verwendet. Ein Dalton entspricht 1.66x10-7 kg.

Biologisch gereinigtes Abwasser enthdlt sehr viele Stoffe mit unbekannten Anteilen.
Deshalb, und auch weil die organischen Inhaltsstoffe nie volistandig von den anorgani-
schen Inhaltsstoffen getrennt werden konnten, waren die klassischen Verfahren zur
Molmassenbestimmung nicht brauchbar.

In der Wasseranalytik werden Ublicherweise zur Bestimmung der Verteilung der molaren
Massen Membranverfahren und gelchromatographische Trennungen eingesetzt. Auch in
dieser Arbeit wurden Abwasserproben mit diesen beiden Verfahren untersucht.

Eine in der Abwasseranalytik wenig gebraduchliche Methode zur Bestimmung der Mol-
massenverteilung stellt die Massenspektroskopie dar. Mit ihrer Hilfe wurde eine Unter-
suchung der spéater beschriebenen ETM1000 durchgefiihrt. Diese Probenaufarbeitung ei-
nes Klaranlagenablaufs enthielt nur noch Inhaltsstoffe mit einer molaren Masse unter
1000 Dalton. Die Experimente wurden an dem "Triple-Stage-MS” des Institutes fur Sied-
lungswasserwirtschaft der Universitat Aachen durchgefithrt. Fir die Bereitstellung von
MeBzeit sei an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. B. Bohnke herzlich gedankt. Ndheres zu die-
sen Untersuchungen steht im Kapitel "HPLC-MS/MS Kopplung” auf Seite 114. Dort ist
auch ein typisches Massenspektrum der ETM1000 abgebildet (Abbildung 29 auf Seite
115). Zu beobachten war eine Haufung von Peaks bei Massenzahlen um 200. Es traten
kaum Peaks oberhalb der Massenzahl 400 auf. Die Inhaltsstoffe der ETM1000 haben of-
fenbar molare Massen deutlich unterhalb 1000 Dalton.

Anzumerken ist, daB zur lonisierung der Inhaltsstoffe die Methode der chemischen loni-
sierung (Cl) verwendet wurde. Cl-Spektren zeichnen sich aufgrund der schonenden lo-
nisierungstechnik dadurch aus, daB Molekulionen mit hoher Intensitat gebildet werden,
und man fur viele Verbindungen fragmentarme Spektren erhélt. Dies ist ein wichtiger
Aspekt, da Fragmente im Gesamtspektrum aller Verbindungen eine Uberbetonung des
niederen Massenbereiches bedingen. Die Cl hat fur unterschiedliche Verbindungen eine
unterschiedliche Reaktionswahrscheinlichkeit. Die lonenausbeute hdngt also nicht nur
von der Konzentration eines Stoffes ab. Unter der Voraussetzung, daf die lonisierungs-
energien der verschiedenen Verbindungen tber den untersuchten Massenbereich nicht
allzusehr verschieden sind, gibt die Massenspektroskopie doch eine Information uber die

Verteilung der Massen,
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4.1 Gelchromatographie

Bei der Gelchromatographie ist die Detektionsmethode ein entscheidender Punkt fur die
Bewertung der damit erhaltenen Ergebnisse. Sie erfolgt bei vielen Autoren im DurchfluB
mittels UV-Photometrie. Aufgrund der um GréBenordnungen verschiedenen Extinktions-
koeffizienten denkbarer Abwasserinhaltsstoffe besteht hierbei die Gefahr, im Sinne einer
Massenbilanz falsche Ergebnisse zu erhalten. Auch das Sammeln von Fraktionen mit
anschiieBender Bestimmung des DOC oder des CSB wird eingesetzt. Bei diesen Detek-
tionsmethoden wird die Verteilung der Massen korrekter ermittelt, aber der Arbeitsauf-
wand ist hoch. Eine in diesem Sinne sehr elegante Methode stellt die on line DOC-Be-
stimmung dar, wie sie Fuchs [23] beschrieben hat. Diese Detektionsmethode wurde auch

in dieser Arbeit angewendet.
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Gelchromatogramm eines biologisch gereinigten Abwassers: Membranfil-
trierte und aufkonzentrierte Probe iiber TSK Gel mit Phosphatpuffer eluiert.
Aufgetragen ist die DOC Konzentration gegen das Elutionsvolumen bzw. die

Abbildung 2.

molare Masse.

Versuch zur Molmassenbestimmung mittels Gelchromatographie: Ein membranfiltrierter
Klaraniagenablauf wurde mittels Rotationsverdampfer 72-fach eingeengt und das Kon-
zentrat aber TSK-HW-40 Gel (partiell hydroxyliertes Polyethylen) mit Hilfe eines Phos-
phatpuffers chromatographiert. Die Detektion der eluierten Verbindungen erfolgte Uber
die kontinuierliche Messung der Konzentration des DOC im Sé&ulenablauf. Die Messun-
gen wurden im Engler-Bunte-Institut/Karisruhe durchgefihrt. Zur Umrechnung von “Elu-
tionsvolumen” auf “molare Masse” wurde mit Kohlenhydraten und Polyethylengiykolen
bekannter molarer Masse kalibriert. Das Elutionschromatogramm der untersuchten Pro-
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be ist in Abbildung 2 dargestellt. Die aus dem Gelchromatogramm ermittelte Verteilung
der molaren Masse in dem untersuchten biologisch gereinigten Abwasser ist in
Tabelle 8 auf Seite 35 aufgefihrt. Die Ergebnisse dieses Versuchs kénnen so leicht mit
Daten verglichen werden, die andere Autoren publiziert haben. Wie der Tabelle zu ent-
nehmen ist, wurden fast 22 % des DOC irreversibel auf der Saule adsorbiert. Von den
chromatographierbaren Verbindungen hatten rund 70 % (das sind rund 50 % der aufge-
gebenen Menge) eine molare Masse unter 1000 D und damit niedermolekularen Charak-
ter.

Eine Reihe von Autoren [6], [38], [63], [70] haben Abldufe kommunaler Kldranlagen mit
biologischer Stufe mittels Gelchromatographie untersucht. Stellvertretend sind in
Tabelle 9 Ergebnisse von Sachdev [70] dargestelit. Resultate anderer Autoren finden
sich im Tabellenanhang. Allen gemeinsam ist die Feststellung, daB mehr als 50 % des
DOC im Bereich niederer molarer Massen zu suchen sind.

Tabelle 8. Molmassenverteilung eines biologisch gereinigten Abwassers: Eigene Untersu-
chungen mittels Gelchromatographie.

Molmassenbereich < 115 115-526 526-1144 > 1144 Adsorbiert
{Dalton)
Verteilung des DOC (%) 1 24 15 29 22

Tabelle 8. Molmassenverteilung eines biologisch gereinigten Abwassers: Daten nach
Sachdev [70]

Molmassenbereich > 120 120-450 700-1500 > 1500 Adsorbiert
{Dalton)
Verteilung des DOC (%) 23 32 13 29 4

Beurteilung der Ergebnisse: Die Ergebnisse eigener Versuche zur gelchromatographi-
schen Ermittelung der Molmassenverteilung von biologisch gereinigtem Abwasser un-
terscheiden sich nicht signifikant von denen entsprechender Untersuchungen anderer
Autoren,

Dieser Befund entspricht der Uberlegung, daB biologische Stufen bei vergleichbaren Zu-
laufqualitdten auch ein vergleichbares Produktspektrum produzieren. Kommunate Klar-
anlagen erhalten als Zulauf in der Regel uberwiegend h&dusliches Abwasser, das in sei-
nem Inhaltsstoff-Spektrum weltweit relativ konstant ist.

Der Anteil der irreversibel adsorbierten Verbindungen ist starkeren Schwankungen un-
terworfen, wenn man einzelne Untersuchungen mit einander vergleicht (in eigenen Un-
tersuchungen und den oben zitierten Arbeiten zwischen 4 und 40 %).
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4.2 Molmassenverteilung mittels Diafiltration

Bei der Diafiltration wird die Probe nicht verdinnt (im Gegensatz zur Gelchromatogra-
phie), sondern nur fraktioniert. Daher ist eine Untersuchung von Proben mit geringen
Gehalten an organischen Verbindungen im Originalzustand moéglich. Fur die Analytik im
Bereich unter 5 mg/l DOC ist zu beachten, daB neue Membranen selbst Kohlenstoff ab-
geben (Netzmittel, Konservierungsstoffe und Monomere). Neue Membrankassetten wur-
den grundsatzlich mit mehreren hundert Litern Wasser gesplilt und in Natriumazid-halti-
gem Wasser gelagert.
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Abbildung 3. Kalibrierung einer Membran (< 500 D): Eine 500 D Membran des Rihrzel-
lensystems wurde mit Polyethylenglycolen unterschiedlicher molarer Masse
getestet. Jeweils 70 % einer Losung mit 30 mg/l DOC wurden filtriert und die
Konzentration des DOC im Filtrat bestimmt.

Die Kalibrierung einer Membran ist in Abbildung 3 zu sehen. Die Eichung erfolgte mit
Polyethylenglycolen unterschiedlichen Polymerisationsgrades. Da die PorengréBe der
Membran eine statistische Verteilung um die angegebene Trenngrenze aufweist und
auch die verwendeten Polyethylenglycole nur eine mittlere molare Masse aufweisen, war
eine unscharfe Trenngrenze zu erwarten. Wie in Abbildung 3 zu sehen, bestétigte die
Eichung die Erwartungen.
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Auch bei dem TangentialfluBsystem (Beschreibung folgt unten) wurde nach dem Schema,
das bei dem Ruhrzellensystem beschrieben ist, eine Kalibrierung vorgenommen. Die
Trenncharakteristik ist fur beide Systeme vergleichbar.

Auffallend bei der Kalibrierung ist die Beobachtung, daB selbst bei 2500 Dalton, das heiBt,
dem 5-fachen der nominellen Trenngrenze, nur 80 % Retention (TangentialfluBsystem:
90 %) zu beobachten ist. Daflur gibt es verschiedene Grinde. Das System selbst kann
einen gewissen Grad an Undichtigkeit aufweisen, der es Verbindungen ermaglicht, unter
Umgehung der Membran in das Filtrat zu gelangen. Weiterhin hat die Membran auch
Poren, die einen groBeren als den nominelien Durchmesser haben. Zum dritten sind
Polyethylenglycole, die zur Eichung verwendet wurden, langliche Molekule. Mit einer
endlichen Wahrscheinlichkeit dringen sie auch durch Poren, die kleiner sind als die der
molaren Masse entsprechenden. Die Polyethylenglycole haben jedoch gegeniber glo-
buldren Proteinen den Vorteil der geringeren elektrostatischen Wechselwirkung mit dem
Membranmaterial.
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Abbildung 4. Zeitlicher Verlauf der DOC Konzentration im Filtrat bei Diafiltration: Durch
eine 1000 D Membran des TangentialfluBsystems wurden finf Liter biologisch
gereinigtes Abwasser filtriert.

Betrachtet man die Konzentration des DOC als Funktion des Filtratvolumens
(Abbildung 4), so findet man praktisch keine Anderung der Konzentration des DOC im
Filtrat bis zu etwa 70 % des eingesetzten Ausgangsvolumens. Im Bereich oberhalb
70 % erfolgt ein steiler Anstieg der DOC Konzentration. Auch fur andere Membranen
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wurde dieser Effekt beobachtet, wenngleich der Anstieg der DOC Konzentration dabei
nicht so steil verlief wie bei der 1000 D Membran. Eine Betrachtung dieses Befundes wird
unten vorgenommen.

Die eigenen Ergebnisse zur Bestimmung der Molmassenverteilung wurden in der Weise
ermittelt, daB 70 % der eingesetzten Probe durch die jeweilige Membran filtriert wurden.

In drei Versuchen wurden die bei der Diafiltration erhaltenen Retentate (Filtration mit der
1000 D Membran) mit jeweils der 10-fachen Menge an destilliertem Wasser gewaschen.
Dabei wurde dem Retentat jeweils genausoviel Wasser zugegeben, wie durch die Filtra-
tion entfernt worden war, so lange bis die Summe das 10-fache Ausgangsvolumen er-
reichte. Auf diese Weise wurde mehr organischer Kohlenstoff ausgewaschen als bei der
einfachen Filtration. Im Mittel wurde 50 % mehr DOC ausgewaschen. Jedoch war bei
dieser mehrfachen Diafitration kein konstanter Wert des DOC im Retentat zu erreichen.
Wie Knobel [40] zeigen konnte, wird um so mehr DOC ausgewaschen, je mehr destil-
liertes Wasser man einsetzt. Der Befund wird von Knobel damit begriindet, daB Verbin-
dungen mit einem Permeationskoeffizienten zwischen Null und Eins fiur diese Membran
existieren, deren Konzentration im Filtrat stets kleiner ist als im Retentat (jedoch nicht
Null). Je nach GrdBe des Permeationskoeffizienten reichern sich diese Stoffe zunachst im
Retentat an. Im weiteren Verlauf der Filtration kann deren Konzentration im Filtrat dann
aber betrdchtlich ansteigen. Beim "Spiilen” des Retentates werden derartige Stoffe mehr
und mehr ausgewaschen, der Vorgang kann jedoch mitunter sehr hohe Volumina an
Spllwasser erfordern.

Der niedermolekulare Anteil solite fur weitere Versuche in prdparativem MaBstab ge-
wonnen werden. Daher erschien es zweckmaBig auf das Auswaschen des restlichen
niedermolekularen Anteils zu verzichten, um groBe Filtratvolumina mit sehr niedriger
DOC Konzentration zu vermeiden und als niedermolekularen Anteil nur die direkt fil-
trierbaren Verbindungen (mit einem Permeationskoeffizienten nahe bei 1) anzusehen.
Die gewdhlte Vorgehensweise liefert dann niedermolekulare Verbindungen bis zu einem
Filtratvolumen von 70 %. Da die Konzentration des DOC im Filtrat bis zu dieser Grenze
konstant ist, kbnnen spater im niedermolekularen Anteil bestimmte MeBwerte liber diese
Konzentration auf das unfraktionierte Abwasser umgerechnet werden.

4.2.1 Beschreibung der verwendeten Apparaturen

Kommerziell erhéltlich sind zwei Membransysteme:

e Der Ruhrzellen-Typ
@ Das TangentialfluB-System

Diese beiden Typen werden im folgenden untersucht. Angaben zu den MeBbedingungen
stehen im Kapitel “Liste verwendeter Gerate und Hilfsmittel” auf Seite 123
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Rithrzellentyp: Beim Rihrzellentyp wird die Membran in eine Halterung eingespannt und
die Probenlésung mittels Gasdruck durch die Membran gedriickt. Zur Verringerung des
als “Scaling” bekannten Membranverblockens durch Probenbestandteile, die die Poren
verstopfen, wird die zu filtrierende Lésung gerthrt. Vorteile des Systems sind seine
Kompaktheit und die Tatsache, daB es relativ glinstig zu erhalten ist. Nachteilig wirkt
sich, insbesondere bei Membranen mit kleinen Porendurchmessern, die niedrige FluB-
geschwindigkeit durch die Membranen aus. Bei der 1000 D Membran wird ein FluB von
0.03 ml/ mincm? erreicht. Bei einer Membran mit einer Trenngrenze von nominell
500 D und bei einem Druck von 4.9 kg/cm? wurde sogar nur ein FluB von 0.018
ml/ min cm? erreicht. Bei einem Membrandurchmesser von 43 mm wurden 0.25 mi/min
gemessen. Zwar ist der FluB druckproportional, doch kann der Druck nicht beliebig ge-
steigert werden, wenn die Membranintegritdt gewahrleistet sein soll. Der angegebene
Arbeitsdruck folgt den Angaben des Herstellers.

TangentialfluBsystem: Das System ist aufgebaut aus mehreren Membranen desselben
Typs, die stapelférmig tbereinander liegen. Fiur jede Membran existiert ein eigener
Kreislauf aus Zu- und Ableitung. Die Einzelkreislaufe werden gebundelt zu einem Ge-
samtzuleitungskreislauf und einer Gesamtableitung fur das Filtrat. Im Zuleitungskreislauf
wird das Retentat im Kreislauf gefihrt und stromt dabei permanent tangential Uber die
Membranoberflache hinweg. Nur ein kleiner Teil der Flissigkeit passiert jeweils die
Membranporen. Bei der 1000-D-Membran wird ein FiuB von ca. 0.01 mi/ min cm? ereicht.
Bei der groBen wirksamen Filterfliche von 0.46 m? hat man dennoch einen Durchsatz von
1.5 bis 2 Litern Filtrat pro Stunde. Die Tangentialstrémung sorgt dafir, daB Verstopfungen
der Membranporen (Scaling) immer wieder beseitigt werden. Es ist auf diese Weise ein
hoher Durchsatz an Flissigkeit iber lange Zeit méglich.

Das TangentialfluBsystem ist bei gleicher Trenncharakteristik wesentlich leistungsfahiger
als das Riuhrzellensystem. Ergebnisse von Vergleichsproben sind in Tabelle 10 fur das
Ruhrzellensystem und in Tabelle 11 auf Seite 40 fur das TangentialfluBsystem darge-
stellt. Die préparative Gewinnung niedermolekularer Anteile von Kldranlagenabldufen
(vgl. Kapitel “ 7. Gewinnung einer groBen Menge niedermolekularer inhaltsstoffe
(ETM1000)” auf Seite 55) wurde deshalb mit dem TangentiaifiuBsystem durchgefihrt.

4.2.2 Bestimmung der Molmassenverteilung in biologisch gereinigtem
Abwasser

Sowoh! mit dem Riihrzellensystem als auch mit dem TangentialfluBsystem wurde der
Ablauf der gleichen Klaranlage untersucht. Da nicht fur beide Systeme Membranen mit
identischer Trenngrenze vorhanden waren, wurden aus den Versuchen unterschiedliche
Massenbereiche erhalten, die jedoch das gleiche Gesamtbild ergeben.
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Tabelle 10. Molmassenverteilung eines Kldranlagenablaufs: Untersuchungen mit dem
Ruhrzellensystem. Massenbereiche entsprechend den nominellen Trenngren-
zen der verwendeten Membranen.

Massenbereiche < 500 500-1000 1000-30000 > 30000
(Dalton)
Verteilung des DOC (%) 23 9 50 18

Tabelle 11. Molmassenverteilung eines Klaranlagenablaufs: Untersuchungen mit dem
TangentialfluBsystem. Massenbereiche entsprechend den nominellen Trenn-
grenzen der verwendeten Membranen.

Molmassenbereich < 1000 1000-10000 10000-100000 > 100000
(Daiton)
Verteilung des DOC (%) 34 43 15 8

Verluste durch Adsorption waren nicht zu beobachten. Der Teil unter 1000 D tragt zu ei-
nem Drittel zum Gesamt-DOC bei, und 50 % sind im mittleren Molmassenbereich zwi-
schen 1000 D und 30000 D zu finden.

Die erhaltenen Ergebnisse entsprechen denen, die auch von andernen Autoren bei Ver-
wendung des Ruhrzellentyps erhalten wurden (Arbeiten zur Trennung von Abwasser mit
dem TangentialfluBsystem wurden in der Literatur nicht gefunden). Alierdings war in den
eigenen Untersuchungen eine stdrkere Betonung des mittleren Massenbereichs zu be-
obachten.

Stellvertretend fur Ergebnisse anderer Autoren sind in Tabelle 12 die Resultate von Amy
[4] dargestellt. Im Tabellenanhang sind weitere Ergebnisse zur Molmassenverteilung
organischer Abwasserinhaltsstoffe aufgelistet [4], [51].

Tabelle 12, Molmassenverteilung eines Kldranlagenablaufs: Daten nach Amy [4]

Molmassenbereich < 500 500-5000 5000-30000 > 30000
(Dalton)
Verteilung des DOC (%) 34 28 17 21

4.3 Diskussion der Ergebnisse zur Molmassenverteilung

Beide hiér verwendete Methoden zur Ermittelung der Molekulargewichtsverteilung und
zur préparativen Abtrennung der niedermolekularen Fraktion haben ihre Stdrken und
Schwichen. Es wurde in dieser Arbeit die Diafiltration vorgezogen, weil hierbei keine
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Adsorptionsverluste auftraten, die ein geradezu falsches Bild der Verteilung der molaren
Massen bewirken kénnen.

Bei einem Vergleich der mittels Gelchromatographie und Diafiltration ermittelten Vertei-
lungen der molaren Massen in biologisch gereinigtem Abwasser fallt die Uberbetonung
der niedermolekularen Anteile bei den gelchromatographisch ermitteiten Werten auf.
Dies ist keine spezielle Eigenschaft der von mir untersuchten Probe. Ein Vergleich mit
Literaturdaten von Ablaufen kommunaler Klaraniagen zeigt, daB generell die gelchroma-
tographisch ermitteiten Verteilungen zu niedereren Massen verschoben sind.

Das legt den Verdacht nahe, daB auBer der GroBe der Inhaltsstoffe noch andere Eigen-
schaften an der Trennung innerhalb der Gelsaule beteiligt sind. Tatsichlich konnte Fuchs
[24] fur TSK Gele eine deutliche Retardierung von Substanzen mit bekannter molarer
Masse bei zunehmender Hydrophobie feststellen. Retardierung bedeutet in diesem Fall
eine Elution bei héheren Elutionsvolumina und damit bei scheinbar niedereren molaren
Massen, als es den Substanzen selbst entsprache. Urano [84] fuhrte die gleichen Ver-
suche fur Sephadex Gele durch. Auch er fand eine zunehmende Retardierung mit zu-
nehmender Hydrophobie. Buttersdure (88 D) und Phenol (92 D) lagen 40 m!} im Elutions-
volumen auseinander. Wahrend flr Buttersdure die Kalibrierung noch gut mit dem tat-
sdchlichen Wert fur die molare Masse ubereinstimmte (exp.: 83 D), erhielt er fir Phenol
aus der Eichkurve sogar eine negative molare Masse.

Die Zuordnung von Elutionsvolumen und molarer Masse erfolgt Ublicherweise durch Ei-
chung mit gut wasserléslichen Verbindungen bekannter molarer Masse. Die Gelchroma-
tographie wirkt hier als reine AusschluBchromatographie. Fir weniger gut wasserlésliche
Verbindungen stellt sich jedoch das System als eine Mischung aus AusschluBchromato-
graphie und Adsorptionschromatographie dar. Dieser zuséatzliche EinfluB fuhrt zur Ver-
langerung der Retentionszeit und damit zu scheinbar niedereren molaren Massen.

Auch die Diafiltration hat, wie in diesem Kapitel ausgefiihrt, ihre Schwachen. Zu erwdh-
nen ist hier insbesondere die Tatsache, daB mit vertretbarem Aufwand nur die Verbin-
dungen in prdparativem MaBstab gewonnen werden kénnen, die einen Permeations-
koeffizienten nahe bei eins fiur die betreffende Membran besitzen. Im wesentlichen aus
drei Grinden wurde der Diafiltration der Vorzug vor der Gelchromatographie gegeben:
Es traten, wie bereits eingangs gesagt, keine Adsorptionsveriuste auf. Die Ergebnisse
erschienen reproduzierbarer. Die Diafiltration mit dem Tangentialstromungssystem
kommt der préaparativen Gewinnung von niedermolekularem Untersuchungsmaterial in
der gewdhlten Arbeitsweise sehr entgegen.

In Abbildung 5 auf Seite 42 sind die Konzentrationen des DOC samtlicher untersuchter
Proben dargestelit und die jeweiligen niedermolekularen Anteile dazu. Der DOC bewegt
sich zwischen 5 und 9 mg/l. Er ist damit erstaunlich konstant, wenn man bericksichtigt,
daB eine Kidranlage aligemein ein stark schwankendes System ist. Die niedermolekula-
ren Anteile liegen mit einer Ausnahme ebenfalls in einem sehr engen Bereich. Aus den
Mittelwerten errechnet sich, daB niedermolekulare Verbindungen zu 30 % zum DOC
beitragen. Allerdings liegen die Extremwerte (20 % und 50 %) betrachtlich entfernt.
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Abbildung 5. Gesamter DOC und diafiltrierbare Anteile: Dargestellt ist die Konzentration
des DOC, sowie die Konzentration der diafiltrierbaren { <1000 D) Anteile des
DOC im Ablauf einer kommunalen Kladranlage anhand einzelner Untersu-
chungen aus 3 Jahren.

Einen Anhaltspunkt Gber die Herkunft des Hauptteils der organischen Inhaltsstoffe in
biologisch gereinigtem Abwasser kann man durch den Vergleich der Verteilung der mo-
laren Massen von "echtem” und “kinstlichem” gekldrtem Abwasser erhalten.

Der EinfluB des bakteriellen Stoffwechsels auf die Molmassenverteilung von biclogisch
gereinigtem Abwasser kann durch den Einsatz von Abwasser bekannter Zusammenset-
zung als Zulauf zur biologischen Stufe untersucht werden. In Tabelle 13 ist das Ergebnis
eines solchen Versuchs von Grady et al. [28] dargestellt.

Tabelle 13. Molmassenverteilung des Ablaufs einer Modell-Kidranlage: Zulauf war kinstli-
ches Abwasser0

Molmassenbereich < 1000 1000 10000 25000 > 100000
(Dalton) -10000 -25000 -100000
Verteilung des DOC (%) 37 5 15 17 26

Als organischer Inhaltsstoff im Zulauf war lediglich Bernsteinsdure (118 D) vorhanden.
Trotzdem war ein Spektrum der molaren Massen im Ablauf der Modellkldranlage zu be-

16 C-Quelle im Zulauf zur biologischen Stufe war Bernsteinsdure. Daten nach Grady et al. [28]
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obachten, das auch einem “echten” biologisch gereinigten Abwasser entsprechen konn-
te.

Biologisch behandeltes kiinstliches Abwasser wurde von mehreren Autoren untersucht.
Grady et al. verwendeten ein Rihrzellensystem, Gaudy und Blachly [25]dialysierten,
Leidner, Fleischmann und Hamer [46] benutzten eine Sephadex-G25-S4ule. Die Resultate
ihrer Arbeiten sind im Tabellenanhang zu finden. Sie entsprechen durchaus denen von
“naturlichen” Abldufen biologischer Klarstufen.

Link [47] verglich Ablaufwerte einer Laborkldranlage, die mit kiinstlichem Abwasser de-
finierter Zusammensetzung (z. T. nur eine organische Verbindung) gespeist wurde, mit
den Ablaufwerten kommunaler Kldranlagen. Seinen Ergebnissen zufolge haben 30 bis 45
% der organischen Reststoffe eine molare Masse > 1000 Dalton, wenn kilnstliches Ab-
wasser biologisch gereinigt wird. Bei der Reinigung von kommunalem Abwasser liegt
der Anteil hochmolekularer Reststoffe zwischen 24 und 60 %. Auch hier ist also kein
signifikanter Unterschied zwischen “echtem ” und “kinstiichem” Abwasser zu erkennen.
Selbst die Verteilung der molaren Massen in FluBwasser (Collins [17], Tabelle 56 auf
Seite 153 im Tabellenanhang) paBt zu den oben beschriebenen Ergebnissen.

Es ist daher zu vermuten, daB weniger die Zusammensetzung des Zulaufs einer Klaran-
lage (und damit auch die anthropogenen Einflisse) fur das Produktspektrum im Ablauf
verantwortlich sind als die Stoffwechselfunktionen der Biomasse in der biologischen
Stufe einer Kldranlage.
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5. Untersuchung der anorganischen Bestandteile

5.1 Bedeutung der anorganischen Bestandteile fiir die organische Analytik

Anorganische Stoffe machen im gekldrten Abwasser den Hauptteil des Abdampfrick-
standes aus. Sie sind fur die vorliegende Arbeit vor allem deshalb von Interesse, weil sie
bei der Aufkonzentrierung von Abwasser ausfallen und dabei organische Inhaltsstoffe
mitreiBen kénnen. Dadurch werden diese der weiteren Analytik entzogen.

Reprdsentative Zahlen zu den Hauptkonstituenten des Abwassers sind von einigen Au-
toren veroffentlicht worden. In Tabelle 14 sind die Daten nach Eberle [20] zusammen-
gestellt, die als Mittelwerte aus den Abldufen von 10 kommunalen Kldranlagen ermittelt
wurden. Daten von Near [56] und Jekel [2] zum gleichen Bereich finden sich im Tabel-
lenanhang.

Tabelle 14. Anorganische Hauptbestandteile eines biologisch gereinigten Abwassers: Da-
ten nach Eberie [20]

Kationen Konzentration Anionen Konzentration
mmol/l mmol/l
Na* 3.7 ci” 2.5
Kt 0.05 tCO, 2.6
NH; 0.43 Gesamt-P 0.26
ca?t 1.0 NOZ 0.97
Mgt 0.84 so2” 0.97

Far anorganische Hauptkonstituenten in Rohabwasser haben Koppe und Stozek [41] re-
prasentative Konzentrationen publiziert. lhre Ergebnisse sind ebenfalls im Tabellenan-
hang (Tabelle 57 auf Seite 154) zu finden.

In biologisch gereinigtem Abwasser bildet Natrium den Hauptbestandteil bei den Katio-
nen. Die weiteren Konstituenten dieser Gruppe sind Calcium, Magnesium, Ammonium
und Kalium (in der Reihenfolge abnehmender Konzentration aufgelistet). Bei den Anio-
nen stellen Carbonat und Chlorid zu etwa gleichen Teilen die Hauptkonstituenten. Nen-
nenswerte Anteile tragen noch Sulfat, Nitrat und Phosphat bei.

‘Aus diesen Angaben ist zu schlieBen, daB vor allem Calciumverbindungen ausfallen
kénnen, zum Beispiel Calcit oder Calciumphosphat. Das Ausfallen dieser Verbindungen
148t sich im Prinzip durch Ansduern der Lésung vor der Aufkonzentrierung verhindern.
Auf das Ausfallen von Gips hatte eine Ansduerung jedoch keinen EinfluB. Seine Léslich-
keit liegt in der GréBenordnung von 10 mmol/l, so daB bei den in Abwasser enthaltenen
Konzentrationen Gips in der Regel dann ausfallen kann, wenn Konzentrierungsfaktoren
von zehn Gberschritten werden. Wenn organische Stoffe, die in gereinigtem Abwasser
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zusammen nur wenige Milligramm pro Liter ausmachen, analytisch gut erfaBt werden
sollen, so ist jedoch eine Anreicherung betrachtlich uber den Faktor zehn hinaus er-
winscht.

Neben den anorganischen Hauptbestandteilen kdnnen bei der Aufkonzentrierung noch
Aluminiumhydroxid und Kieselsdure ausfallen. Man muB mit der Anwesenheit von Alu-
minium und Kieselsdure rechnen. Die Konzentrationen sind zwar gering (wenige mg/Il),
doch ist anzunehmen, daB sich das Abwasser nahe der Sattigungsgrenze in Bezug auf
Aluminiumhydroxid bzw. Kieselsdure befindet.

Der beim Einengen von biologisch gereinigtem Abwasser sich bildende Niederschiag
kann also eine sehr komplexe Mischung sein.

5.2 Eigene Erfahrungen iiber anorganische Bestandteile in gereinigtem
Abwasser

Bei den Probenahmen zu eigenen Versuchen wurde auch der anorganische Anteil che-
misch analysiert.

im Ablauf der Klaranlage Leopoldshafen schwankte der Trockenriickstand der mem-
branfiltrierten Probe zwischen 220 mg/l und 730 mg/l. Die Leitfahigkeit der membranfil-
trierten Proben lag zwischen 350 #S/cm und 1090 pyS/cm. Aus den Messungen wurde als
Quotient von Leitfahigkeit und Trockenmasse der Faktor 1.4 ermittelt (Streubereich zwi-
schen 1.26 und 1.57). Fur FluBwasser wird von Schéfer (zit. bei [8]) ein vergleichbarer
Faktor von 1.3 angegeben.

Bei der Aufarbeitung der Proben zu den Versuchen tber Aufkonzentrierung, Fraktionie-
rung nach der molaren Masse und Elektrodialyse, bis hin zur Gefriertrocknung verhielten
sich anorganische Bestandteile in biologisch gereinigtem Abwasser wie folgt:

e Bei der Gefrieranreicherung traten wdhrend des Aufarbeitungsschrittes ab etwa
Konzentrierungsfaktoren von vier Tribungen durch ausfallende schwerlésliche an-
organische Salze auf.

¢ Bei der Vakuumverdampfung waren Niederschldage ab der 10-fachen Aufkonzentrie-
rung zu beobachten. Wie eine Analyse des auftretenden Niederschlags mittels
Rontgendiffraktometrie ergab, handelte es sich dabei hauptsachlich um Calcit.

e Bei der Konzentrierung von elektrodialysierten Ldsungen fielen réontgenamorphe
Verbindungen aus (vermutlich viel Kieseisdure enthaltend).

Die gesamte Trockensubstanz elektrodialysierter Lésungen enthielt in erheblichem Um-
fang mehrwertige lonen und Kieselsdure (ICP-Spektroskopie; Ergebnisse s. Tabellenan-
hang Tabelle 60 auf Seite 155)
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6. Untersuchungen zur Elektrodialyse von Kliranlagenablaufen

Die in dieser Arbeit verwendete Anlage (Beschreibung vgl. Kapitel “Liste verwendeter
Gerate und Hilfsmittel” auf Seite 123) wurde sowoh! fur das zu entsalzende "Rohwasser”
als auch fir das das Salz aufnehmende “Konzentrat” im Kreislauf betrieben.

In den Konzentratkreislauf wurde zunédchst destilliertes Wasser eingespeist. Bei dem
Durchgang durch die Dialysezelle konzentrierten sich darin die lonen auf, die aus dem
Rohwasser entfernt wurden. Beim Auftreten von Trabungen (Konzentrationsniederschla-
ge) wurde das Wasser im Konzentratkreislauf gegen frisches destilliertes Wasser aus-
getauscht. Aufgrund der Rackdiffusion von lonen ist prinzipiell bei Kreislauffihrung keine
Vollentsalzung (im strengen Sinn) moglich. Der Effekt der Ruckdiffusion wurde jedoch zur
Ansduerung des Rohwasserkreislaufs praktisch genutzt (s. u.).

Im Rohwasserkreislauf wurden je nach Versuchsziel zwischen 0.5 und 40 Liter Wasser
eingesetzt. Auf der Konzentratseite waren es zwischen 0.5 und 5 Liter.

6.1 Grundlegende Untersuchungen

Die Entfernung anorganischer Verbindungen aus dem Rohwasser wurde anhand der
Verringerung der Leitfahigkeit im Rohwasserkreislauf verfolgt. Organische Verbindungen
wurden lber den DOC-Gehalt ihrer Losungen bestimmt. thr Verhalten bei der Elektro-
dialyse unter verschiedenen Bedingungen wurde anhand von Modellésungen der Ver-
bindungen in 0.05 %iger Kochsalzlésung untersucht.

Die Dialysedauer richtete sich nach dem Volumen und der Salzbelastung der zu entsal-
zenden Lésungen. Sie lag im Bereich zwischen 2 Stunden fiir 0.5 Liter 0.05 %ige Koch-
salzlésung und 260 Stunden fur 40 Liter aufkonzentrierten Klaranlagenablauf.

Bei den verwendeten Modellosungen war ohne Probleme eine Reduktion der Leitfahig-
keit von mehr als 98 % zu erreichen, bei Kléranlagenabléufen lag die erreichte Reduktion
zwischen 82 und 95 %. Bei Verldngerung der Dialysedauer wédre wohl noch eine Ver-
besserung dieses Ergebnisses moéglich gewesen, aber, wie in Abbildung 6 auf Seite 48
zu sehen, wird mit zunehmender Dauer der Elektrodialyse die Abnahme der Leitfahigkeit
immer geringer. Da parallel dazu mit steigender Kontamination der Probe durch migrie-
rende Inhaltsstoffe der Kunststoffteile der Anlage zu rechnen ist, ist es sinnvoll die Dia-
lysezeit zu begrenzen.

Verhalten von anorganischen Verbindungen bei der Elektrodialyse: Mehrere Modell6-
sungen ein- und zweiwertiger lonen wurden untersucht. In Abbildung 6 ist die Elektro-
dialyse von 5 Litern 0.05 %iger Kochsalzlésung bzw. Magnesiumsulfatidsung dargestelit.
Eindeutig ist zu erkennen, daB Magnesiumsulfat als Salz zweier zweiwertiger lonen nicht
so schnell durch die Elektrodialyse entfernt wird wie das aus einwertigen lonen beste-
hende Kochsalz. Im gleichen Bild ist auch die Leitfdhigkeitsabnahme von 0.01 molarer
Salzsdure eingezeichnet. Hier ist die Abnahme sogar noch schneller als bei Kochsalz.
Protonen, die bei Sduren fir den Hauptteil der Leitfahigkeit verantwortlich sind, werden
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offenbar sehr effizient durch die Membranen transportiert. Daten zu weiteren untersuch-
ten Verbindungen finden sich im Tabellenanhang.

In £ des Augsangwertes

Leitfahigkeit

A
P

0 T T T T T —
.00 .20 .40 .60 .BO 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40

Dlelysedauer in Stunden

Abbildung 6. Elektrodialyse von HCI, NaCl und MgSO,: Jeweiis 5 Liter 0.05 %ige Salzlo-
sung wurden dialysiert (HCI: 0.01 mol/l).

Die Geschwindigkeit der Leitfahigkeitsabnahme bei den getesteten Verbindungen foigt
der Reihenfolge HCI> NaCl> Na,SO,> MgS0Q,, das heiBt, je hoher die Ladung der betei-
ligten lonen, desto langsamer durchdringt das Salz die Membranen.

Aufgrund der Feststellung, daB3 die mehrwertigen anorganischen Verbindungen schlech-
ter durch die Elektrodialyse entfernt werden erklart sich, warum in biologisch gereinig-
tem Abwasser auch nach Elektrodialyse noch anorganische Stoffe vorhanden sind.

Verhalten von organischen Verbindungen bei der Elektrodialyse: Mit drei verschiedenen
Verbindungstypen {neutrale, sauere und amphotere Verbindungen) wurden Versuche
zum Verhalten organischer Stoffe bei der Elektrodialyse durchgefihrt.

Als Modellsubstanz far gut wasserldsliche, jedoch ungeladene Verbindungen wurde
Glucose ausgewahlt. in Abbildung 7 auf Seite 49 ist die Konzentration der Glucose im
Rohwasser und im Konzentratkreislauf wahrend der Dialyse dargestellt. MeBgréBe war
der geldste organische Kohlenstoff. Die Glucose war gelost in 0.05 %iger Kochsalzio-
sung. Wahrend der Elektrodialyse wurden Chlorid-lonen und Natrium-lonen aus dem
Rohwasser entfernt (Reduktion der Leitfahigkeit um rund 95 %), und Glucose blieb, wie
anhand der Graphik zu sehen ist, im Rohwasser zurick. Eine minimale Abnahme der
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Konzentration des DOC im Rohwasser war zu beobachten (von 36 auf 35 mg/l C nach 24
h). Bei einer Wiederfindung von 97 % kann aber dennoch von einer sehr guten Rickhal-
tung der Glucose im Rohwasserkreislauf gesprochen werden. Die Elektrodialyse ist bei
dieser Verbindungsklasse gut geeignet, organisches und anorganisches Material zu
trennen.
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Abbildung 7. Elektrodialyse von Glucose: Glucose geldst in 5 Litern 0.05 %iger Kochsalz-
I6sung.

Aus der Klasse der Carbonsiuren wurden vier Verbindungen untersucht: Glucuronsaure,
Caprylsdure, Capronsdure und Hydroxibenzoesdure. Bei allen war eine Abnahme der
Konzentration im Rohwasser und eine Zunahme im Konzentrat wiahrend der Elektrodia-
lyse zu beobachten. Bei der Glucuronsiure war eine 90 %ige Wiederfindung durch Ad-
dition der gemessenen Konzentrationen im Rohwasser und im Konzentrat zu erhalten
(vgl. hierzu auch Abbildung 8 auf Seite 50). Bei den beiden anderen Sduren lag die
Wiederfindung deutlich niedriger. Fur Caprylsdure schwankte sie zwischen 33 und 40 %
(Daten s. Tabellenanhang). Bei der Untersuchung von o-Phenyiphenol war eine abneh-
mende Konzentration im Rohwasser zu beobachten, auch wenn keine Spannung ange-
legt, sondern die Probe nur umgepumpt wurde. Als Ursache fir dieses Ergebnis ist die
Adsorption an Membranen, Schlduchen und GefaBwanden anzunehmen.

Die Permeation organischer Sduren durch die Austauschermembranen ist in
Abbildung 8 auf Seite 50 am Beispiel der Glucuronsdure dargestellt. Aufgrund der Wan-
derung durch die Membran auf die Konzentratseite ist bei dieser Saure das Ziel, die Er-
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haltung im Rohwasserkreislauf (im Bild links dargestellt), nicht erreicht. Diese Permea-
tion kann durch Ansduern der Losung weitgehend unterbunden werden (im Bild rechts
dargestellt). Die undissoziierte Sdure verhdlt sich wie eine neutrale Verbindung.
Protonen werden jedoch bevorzugt durch die lonenaustauschermembranen transportiert.
Wirde die Rohwasserseite angesduert, muBte der pH-Wert durch standige Sdurezugabe
niedrig gehalten werden oder der mittels Dialyse erzielbare Effekt bliebe gering. Die pH-
Absenkung der Rohwasserseite durch Einblasen von CO, -Gas, ein in der Theorie reiz-
volles Verfahren, weil eine zusitzliche Salzbelastung unterbleibt, wurde versucht. Je-
doch gentgt die durch CO, bewirkte Ansduerung nicht, um die erwinschte Ruckhaltung
organischer Sauren im Rohwasserkreislauf zu erreichen. Versuchsdaten hierzu (unter-
sucht: m-Hydroxibenzoesdure) sind im Tabellenanhang zu finden.

Ohne Variation des pH Wertes Mt Variation des pH-Wertes

Abbildung 8. EinfluB des pH-Wertes auf die Elektrodialyse von Carbonsduren: Glucuron-
saure wurde im linken Diagramm ohne Korrektur des pH-Wertes dialysiert,
und rechts sind die Werte fir den Versuch mit Korrektur des pH-Wertes auf
die im Text beschriebene Weise dargestelit.

Bei einem hier erstmals angewendeten Verfahren wird die Konzentratseite angeséduert.
Dabei gelangen Protonen durch Ruckdiffusion und entgegen der durch das elektrische
Feld vorgegebenen Wanderungsrichtung auf die Rohwasserseite. Zudem ist dabei im
Rohwasser der pH-Wert dort am niedrigsten, wo er fur das Verfahren entscheidend ist,
namlich unmittelbar an der Membran. Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Ruckdif-
fusion und aktivem Transport durch die Membran im elektrischen Feld ein. Die Membra-
nen sind bei dieser Technik zwar auf der Konzentratseite von Beginn an hohen Siure-
konzentrationen ausgesetzt, doch halten die bei diesen Versuchen eingesetzten Mem-
branen nach Herstellerangaben auch 10 %ige Salzsdure aus. Eine geringfugige Konta-
mination der Probe durch Zersetzungsprodukte der Membran war zwar in einigen Ver-
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suchen feststellbar, jedoch lag sie in allen Fallen unterhalb 0.5 mg/l C. Die auf diese
Weise erzielbare Rickhaltung von Carbonsduren ist in Abbildung 8 rechts dargestelit.
Es gelingt also mit dieser Arbeitstechnik organische Sduren von der anorganischen Ma-
trix mit guter Ausbeute zu trennen. In beiden Fallen war Glucuronsdure in 0.05 %iger
Kochsalzlésung geldst. Die NaCl-Entfernung im Rohwasserkreistauf wird durch die Salz-
sdurezugabe nicht wesentlich beeinfluBt.

Elsktrodialyss von Giutaminsawrs

Abbildung 9. Verhalten von amphoteren Verbindungen bei der Elektrodialyse: Glycin und
Glutaminsaure geldst in 0.05 %iger Kochsaizldsung zeigen ein unterschiedli-
ches Verhalten bei der Elektrodialyse. Glycin liegt nahezu vollstandig als nach
auBen neutrales inneres Salz vor, widhrend Glutaminsadure eine negative La-

dung tragt.

Bei der Untersuchung amphoterer Verbindungen ist ebenfalls ein EinfluB des pH-Wertes
fur das Transportverhalten durch die Membran festzustellen. Als optimaler pH-Wert fir
die Ruckhaltung ist der isoelekirische Punkt (IEP) der Molekile anzusehen. In
Abbildung 9 sind Glycin (IEP=5.97) und Glutaminsdure (IEP=3.22) in ihrem Verhalten
widhrend der Elektrodialyse im neutralen pH-Bereich dargestellt. Es ist klar erkennbar,
daB Glycin, dessen |EP ndher bei pH=7 liegt, besser zurickgehalten wird als Glutamin-
sdure, die in groBem Umfang die Membran passiert. Bei beiden Versuchen waren die
Aminosduren in Kochsalzlosung (0.05 %) gelost. Daten aus Untersuchungen mit der
Aminosdure Leucin, die sich nicht wesentlich anders verhilt als Glycin, finden sich im

Tabellenanhang.
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6.2 Elektrodialyse von Kldaranlagenablaufen

Fur Untersuchungen mit Abldufen kommunaler Kldranlagen wurden ultrafiltrierte (< 1000
Dalton) Proben verwendet. Die Leitfahigkeit der Fraktion unter 1000 D lag dabei zwischen
315 und 750 yS/cm. Der Wert fur die Leitfdhigkeit konnte durch Elektrodialyse um bis zu
95 % gesenkt werden.

Die Reduktion der Trockenmasse war etwas geringer als die Reduktion der Leitfahigkeit.
In einem Versuch wurde der Eindampfrickstand von 370 auf 50 mg/| reduziert. Dies ent-
spricht einer Abnahme um 86 %. Gleichzeitig ging die Leitfahigkeit jedoch um 93 % zu-
ruck.

Fir Chlorid wurde der Abtrennungsgrad bei der Elektrodialyse bestimmt. Einer Aus-
gangskonzentration von 114 mg/| stand eine Endkonzentration von 2.4 mg/l gegeniiber.
Dies entspricht einer Reduktion von 98 %. Die Erwartung, daB einwertige lonen gut eli-
miniert werden, wird von Chlorid erfalit,

Bei Versuchen ohne MaBnahmen zur Regulierung des pH-Wertes blieb der geloste or-
ganische Kohlenstoff bei der Elektirodialyse zu 70 bis 75 % im Rohwasser. 15 bis 20 %
durchdrangen die Membranen und gelangten so zusammen mit den anorganischen Be-
standteilen auf die Konzentratseite. Rund 10 % konnten nicht wiedergefunden werden.
Dieser Wert liegt in der Ndhe der erreichbaren Genauigkeit bei solchen Versuchen, ist
allerdings etwas héher als erhofft. Es 1aBt sich nicht ausschlieBen, daB etwas Substanz
durch Adsorption an Kunststoffteile (Schlauchleitungen, Pumpenképfe, Membranen) ver-
loren ging.

Da angenommen wurde, daB hauptsachlich lipophile Verbindungen adsorbiert werden,
galt ein Versuch dem Vergleich von biologisch gereinigtem Abwasser (< 1000 D) mit
einem Teil der gleichen Probe, der Uber ein makropordses Harz (XAD 8) perkoliert wurde,
um unpolare organische Verbindungen aus der Probe zu entfernen. Jedoch lagen die
Verluste bei der Elektrodialyse in beiden Féllen in der gleichen GréBenordnung (-20.4 %
vor XAD 8, -20.5 % nach XAD 8).

In zwei Versuchen (je ca. 34 Liter, 3.5-fach aufkonzentriert) wurde die Abnahme des DOC
und die Abnahme der Leitfahigkeit untersucht. In Abbildung 10 auf Seite 53 sind exem-
plarisch die Ergebnisse eines Versuches dargestellt. Man erkennt, daB die Leitfdhigkeit
zu Beginn sehr schnell abnimmt. Die Abnahme wird mit zunehmender Versuchsdauer
immer geringer, so daB es sinnvoll erscheint, die Dialysezeiten nicht zu groB zu wahlen.
Die entfernten organischen Verbindungen verhalten sich dhnlich wie anorganische lonen,
deren Entfernung dber die Messung der Leitfahigkeit beobachtet wurde. Daraus ist zu
schlieBen, daB es sich bei dem permeierenden organischen Anteil um ionogene Stoffe
handein muB. Diese Versuche wurden mit Ansduerung durchgefihrt. Die angesproche-
nen ionogenen Stoffe missen also starker sauer sein als gewdhnliche Carbonséduren,
oder es muB sich um Kationen handelin.
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Abbildung 10. Abnahme von DOC und Leitfdhigkeit wahrend der Elektrodialyse: Untersucht
wurde das aufkonzentrierte Diafiltrat <1000 D eines kommunalen Klaranla-
genablaufs

Neben dem geltsten organischen Kohlenstoff wurden noch zwei weitere summarische
MeBgréBen hinsichtlich ihrer Veranderung bei der Elektrodialyse untersucht: Der Gehalt
an Kjeldahl-Stickstoff und der Gehalt an Anthron-positiven Substanzen {Anthron wird
haufig als Reagenz auf Kohlenhydrate eingesetzt).

Stickstoffhaltige Verbindungen wurden bei Anwendung der saueren Arbeitstechnik voll-
standig im Rohwasserkreislauf wiedergefunden (0.28 mg/l N vor der Elektrodialyse, nach
Beendigung des Versuchs wurde der gleiche Wert gemessen).

Mit Anthron wurden vor der Dialyse 2.2 mg/l Anthron-positive Verbindungen (berechnet
als Glucose) bestimmt. Nach der Dialyse war im Rohwasserkreislauf nichts mehr nach-
weisbar. Dieses Ergebnis ist {iberraschend, soliten doch Kohlenhydrate, auch wenn sie
Carboxylgruppen tragen, unter den gewdhiten Arbeitsbedingungen nicht nennenswert
aus dem Rohwasser entfernt werden. Anscheinend werden durch die Dialyse Stoffe aus
der Losung entfernt, die mit Anthron reagieren und so Kohlenhydrate vortduschen. Wei-
tere Untersuchungen hierzu sind im Kapitel “Photometrische Bestimmung mit Anthron”
auf Seite 86 aufgefihrt.

Wert der Elektrodialyse als Probenvorbereitung: Zusammenfassend kann tber die Elek-
trodialyse als Mittel zur Probenaufbereitung in der Abwasseranalytik folgendes gesagt
werden:
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Es gelingt, rund 90 % der organischen Verbindungen und alle stickstoffhaltigen organi-
schen Verbindungen auf der Rohwasserseite zu halten. Von den restlichen 10 % bleibt
ein erheblicher Teil in der Anlage zurlck, findet sich somit auch nicht im Konzentrat.

Verteilung des DOC nach Elektrodialyse

Verlust
[} Konzentrat
[N Rohwasser

Abbildung 11. Verteilung des eingesetzten DOC nach der Elektrodialyse

Die obigen Zahlen gelten fiir die Elektrodialyse im saueren Milieu. Wird neutral dialysiert,
permeieren weitere 10 % des DOC zusammen mit den anorganischen Verbindungen die
Austauschermembranen und gelangen auf die Konzentratseite. Vermutlich handelt es
sich dabei um Verbindungen mit aciden H-Atomen, zum Beispiel Carbonsduren. Die
GroBenordnung stimmt mit Untersuchungen anderer Autoren Gberein, bei denen der
Anteil an Sauren z. B. durch den Vergleich von Lésungsmittelextraktionen bei sauerem
und neutralem pH-Wert der Wasserphase ermittelt wurde. Vergleiche hierzu das Unter-
kapitel des Literaturiberblicks “Bestimmung als summarische MeBgréBen” auf Seite
10.

Die Entfernung der anorganischen Verbindungen gelingt zu ca. 90 %. Damit werden be-
reits wesentliche Storeinflisse fur die weitere Analytik eliminiert. Das Verhéaltnis von or-
ganischen Verbindungen zu anorganischen Verbindungen wird von 1:75 auf 1:10 verbes-
sert.
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7. Gewinnung einer groBen Menge niedermolekularer inhaltsstoffe
(ETM1000)

Zur vergleichenden Betrachtung der einzelnen Analysenverfahren und zur Charakteri-
sierung der niedermolekularen organischen Inhaltsstoffe war es wiinschenswert, eine
gréBere Menge an niedermolekularem Material zu haben, um die Versuche mit der sel-
ben Probe durchfiihren zu kénnen.

Aufbauend auf die in Vorversuchen zu den einzelnen Aufarbeitungsschritten gewonnenen
Erkenntnisse, wurden 1000 Liter eines kommunalen Kldranlagenablaufs verarbeitet. Es
wurde der Ablauf des Kidrwerkes Leopoldshafen ausgewihlt, das ca. 6000 Einwohner
entsorgt.

Die einzelnen Aufarbeitungsschritte foigten dem unten abgebildeten FlieBschema.

Glasfaserfiltration l

Membranfiltration << 0.45 pgm ]

CGefrieranreicherung J
Membranfiltration < 1000 D ]

I

Elektrodialyse

Vakuumverdampfung

l

Gefrierirocknung l

Die Kapazitat der verwendeten Gerdte war nicht ausreichend, um das gesamte Proben-
volumen auf einmal zu verarbeiten. Daher wurde die Probe nach der Glasfaserfiltration,
die innerhalb eines Tages zu bewerkstelligen war, in einem Tank aus Edelstahl bei 2 °C
unter Rihren gelagert und in vier Portionen verarbeitet.

Es wurden jeweils ca. 250 Liter entnommen und mit Hilfe des TangentialfluBsystems
membranfiltriert (< 0.45 ym). Das Filtrat "1” (70 % des eingesetzten Volumens) wurde
gefrierangereichert; die erzielten Konzentrierungsfaktoren lagen zwischen drei und vier.
Das dabei resultierende Konzentrat wurde durch eine Membran der nominellen Trenn-
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grenze 1000 Dalton filtriert (ebenfalls TangentialfluBsystem, ebenfalls 70 % des einge-
setzten Volumens als Produkt). Das so erhaltene Filtrat “2” wurde anschlieBend bis zu
250 Stunden der Elektrodialyse unterworfen. Nach der Einengung am Rotationsverdamp-
fer erfolgte zum SchluB fir jede Portion die Gefriertrocknung. Eine Ubersicht iber Aufar-
beitungszeiten der einzelnen Portionen in den jeweiligen Arbeitsschritten, iber Wieder-
findungen und dber erzielte Reduktionen der anorganischen Bestandteile in der Trok-
kenmasse ist im Tabellenanhang in Tabelle 81 auf Seite 162 zusammengestellt.
insgesamt war die Verarbeitung der 1000 Liter in funf Monaten abgeschiossen. Sehr
lange dauerte die Einengung am Rotationsvedampfer, da hierzu ein Technikums-Rota-
tionsverdampfer (30 Liter Fassungsvermogen) des Engler-Bunte-Institutes in Karlsruhe
benutzt werden muBte, der auch von den einzelnen Abteilungen dieses Institutes bené-
tigt wurde.

Nach der Gefriertrocknung lagen 38 Gramm des Anreicherungsproduktes ETM1000 vor,
wobei ETM1000 fur Trockenmasse nach Filtration der Probe durch ein Membranfilter der
nominellen Trenngrenze 1000 Dalton und Elektrodialyse steht. Die Elementaranalyse er-
gab, daB in der ETM1000 1.3 Gramm organisch gebundener Kohlenstoff enthalten waren.
Dies entspricht etwa 2.5 Gramm organischer Substanz. Die Wiederfindung in den einzel-
nen Portionen lag zwischen 81 % und 91 % bezogen auf die niedermolekularen Anteile
des geldsten organischen Kohlenstoffs im Original-Ablauf der Kidranlage.

Entgegen den Hoffnungen bestand die ETM 1000 noch zu tber 90 % aus anorganischem
Material. Ein Natriumhydroxid-AufschluB der Probe wurde mittels ICP-Spektroskopie
(Hauptabteilung Sicherheit des KfK) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 60 auf
Seite 155 zusammengestellt. Als Elemente mit den gréBten Anteilen an der Trocken-
masse zeigten sich: Silizium (7.1 % der TM), Calcium (5.5 %), Schwefel (4.2 %) und Bor
(1.5 %). Fur Magnesium und Aluminium wurden 0.9 % bzw. 0.3 % ermittelt.

Phosphor wurde nicht mittels ICP bestimmt, sondern photometrisch nach den deutschen
Einheitsverfahren (DEV, mit AufschluB). Der Phosphorgehalt der Trockenmasse nach
Elektrodialyse lag bei 0.47 %.

Silizium wurde parallel zur ICP-Analyse auch photometrisch bestimmt. Aus zwei Ansat-
zen wurde ein Anteil von 6.8 % bzw. 7.1 % an der Trockenmasse nach Elektrodialyse
ermittelt.

Der Anteil des Chlorids an der ETM1000 war 3.5 % (ionenchromatographisch bestimmt).



- 57 -
8. Weitere Abtrennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix

Die ETM1000 enthielt trotz erheblicher Reduktion anorganischer Anteile mittels Elektro-
dialyse noch Uber 90 % anorganisches Material. Anorganische Bestandteile in héheren
Konzentrationen storen die meisten Apalysenmethoden zur Bestimmung organischer
Wasserinhaltsstoffe massiv.

In diesem Kapitel werden zwei Verfahren untersucht, um die anorganischen und organi-
schen Bestandteile zu trennen: Die Lésungsmittelextraktion und die Festphasenextrak-
tion.

8.1 Abtrennung mittels Losungsmittelextraktion

Fir die Extraktionsversuche wurde die Trockenmasse nach Elektrodialyse (ETM1000)
verwendet. Dabei wurde allerdings nicht nur die nach Kapitel “ 7. Gewinnung einer gro-
Ben Menge niedermolekularer Inhaltsstoffe (ETM1000)” auf Seite 55 hergestelite ETM1000
eingesetzt, sondern auch, um diese “wertvolle” Substanz zu schonen, ETM1000 aus Vor-
versuchen, die in diesem Kapitel als ETM1000a bezeichnet wird.

Bei den Versuchen mit verschiedenen LOsungsmitteln wurden die Einwaagen an
ETM1000a im MeBkolben mit dem Extraktionsmittel versetzt, im Ultraschallbad suspen-
diert und die erhaltene Suspension tiber gewogene Membranfilter aus Celluloseacetat
bzw. Teflon filtriert. Nach Trocknung bei 105 °C und Rickwaage konnte so die Masse des
unléslichen Anteils bestimmt werden. Durch vorsichtiges Abkratzen konnten Proben far
eine Bestimmung des organisch gebundene Kohlenstoffs im Rickstand erhalten werden.
Der losliche Anteil des Kohlenstoffs wurde bestimmt, indem das Losungsmittel verdampft
und der Ruckstand in Wasser aufgenommen wurde. In dieser wiassrigen Lésung konnte
der DOC bestimmt werden.

Der Kohlenstoffgehalt der ETM1000 wurde Uber eine Verbrennungsanalyse bestimmt. Die
Bestimmung des loslichen organisch gebundenen Kohlenstoffs erfolgte aus einer wéss-
rigen Suspension der Trockenmasse nach Membranfiltration durch UV-Oxidation.

Durch Extraktion mit Wasser wurde zundchst kontrolliert, ob die organischen Verbindun-
gen noch vollstandig l6slich sind. Bei einer Extraktion mit Wasser gingen 70 -78 % Trok-
kenmasse in Losung. Die Hauptmenge der I6slichen Trockenmasse stellen anorganische
Verbindungen dar. In Tabelle 15 auf Seite 58 sind fir vier Proben die Untersuchungspa-
rameter Gesamtkohlenstoff und wasserloslicher Kohilenstoff aufgefuhrt. Die MeBergeb-
nisse in Tabelle 15 auf Seite 58 zeigen, daB die organischen Inhaltsstoffe praktisch voll-
stidndig wasserltslich sind, das heiBt, sie haben ihre Léslichkeit durch die Probenaufar-
beitung nicht eingebBt.
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Tabelle 15. Wasserlosliche organische Anteile der ETM1000

% C in ETM1000 % DOC in ETM1000 Abweichung
{Gesamter org. C) {(Wasserlgsl. org. C) in %
Probe 1 2.81 2.79 -0.9
Probe 2 2.83 2.93 +3.5
Probe 3 3.43 3.43 0.0
Probe 4 6.66 6.73 +1.1

Extraktion mit Methanol: Mit Methanol konnten 33 % der Trockensubstanz gelést werden
(Einwaage: 50 mg/25 ml Methanol). Im getrockneten Riickstand nach der Extraktion wa-
ren noch 20 % des Kohlenstoffgehaltes der ETM1000a zu finden.

Tabelle 16. Extraktion der ETM1000 mit Methanol

Trockenmasse TOC
Ausgangsmenge 200 mg 5.1 mg
1. Fraktion 64.6 mg 3.5 mg
2. Fraktion 12.5 mg 0.2 mg
3. Fraktion 3.6 mg 0.0 mg
unléslich 116.4 mg 0.8 mg
Wiederfindung 98.6 % 88.2 %

Bei einer genaueren Studie des Wertes von Methanol ais Lésungsmittel wurden 200 mg
ETM1000a mit 3 x 25 ml Methanol extrahiert. Dabei wurden insgesamt 41.8 % der Trok-
kenmasse geldst und im Rickstand war der C-Gehalt auf 0.7 % abgesunken. Aus den
Daten der Tabelle 16 ist die Menge an gelostem organischem Material in den einzelnen
Methanolfraktionen zu sehen. Bereits die dritte Fraktion enthélt keinen meBbaren Anteil
mehr an I6slichem Kohlenstoff.

Mit Methanol werden zwar rund 40 % des anorganischen Anteils der ETM1000a geldst,
aber auch 70 % des Kohlenstoffs gehen mit Methanol in Lésung. Somit herrscht in me-
thanolischer Lésung ein etwas besseres Verhaltnis von organischem Anteil zu anorga-
nischem Anteil als bei Wasser als Extraktionsmittel. Nachteilig ist die Tatsache, daB der
organische Anteil auch bei wiederholter Extraktion nicht volistdndig in Losung zu bringen

ist.

Extraktion mit weiteren Losungsmitteln: Vier weitere organische Extraktionsmittel wur-
den getestet. Extrahiert wurde hier ebenfalls eine ETM1000a mit 2.54 % Kohlenstoff. Bei
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der Verwendung von Dioxan war eine Verminderung des Ruckstandes um 10 % zu be-
obachten, aber der C-Gehalt im Riuckstand war mit 2.65 % gegeniber dem Ausgangswert
sogar leicht erhoht. Offenbar I6st Dioxan in diesem Fall mehr anorganisches als organi-
sches Material. Nach Abdampfen des Dioxans im Filtrat und Aufnahme des Rickstandes
in Wasser konnte darin kein meBbarer Gehalt an DOC gefunden werden.

Ein Versuch mit Acetonitril unter gleichen Bedingungen brachte eine Verminderung des
Rickstandes um 11.2 % und 2.42 % C im Rickstand. Dies bedeutet einen leichten
Ruckgang der Konzentration des Kohlenstoffs im Rickstand gegentiber dem Ausgangs-
wert von 2.54 % in der ETM1000a. im Abdampfrickstand des Filtrates war jedoch eben-
falls kein meBbarer Kohlenstoff-Anteil zu finden. Erfolg versprechen offenbar nur sehr
polare organische Losungsmittel. Aus diesem Grund wurden Extraktionsversuche mit
Petrolether und Diethylether nicht mehr tiber eine Bilanzierung des Verbleibs der orga-
nischen Inhaltsstoffe ausgewertet.

Dennoch werden in diesen unpolaren Lésungsmitteln organische Inhaitsstoffe gelést,
auch wenn deren Anteil mit summarischen MeBgré8en wie der Bestimmung des DOC
nicht mehr erfaBbar ist. Dies belegen empfindlichere Verfahren (beispielsweise die
GC/MS-Kopplung). Gaschromatographische Untersuchungen an den Methanol-, Diethyl-
ether und Petroletherextrakten sind in “ldentifizierung von Inhaltsstoffen der ETM 1000
mittels Gaschromatographie und Massenspektroskopie” auf Seite 93 diskutiert.

Die Untersuchungen uber die Losungsmittelextraktion zeigen, daB es nicht gelingt, auf
diese Art und Weise substantielle Mengen an organischen Inhaltsstoffen vom anorgani-
schen Anteil der ETM1000 zu trennen. Der Methode bleibt ihr Wert unbenommen, wenn
es um die Analytik unpolarer Verbindungen geht oder wenn definierte Verbindungen be-
stimmt werden sollen und es daher moéglich ist, einen Verteilungskoeffizient anzugeben
iiber dessen Einbeziehung in die Berechnung auch bei relativ schlechter L&slichkeit der
zu bestimmenden Stoffe quantitative Aussagen moéglich sind.

Fur die Untersuchung unbekannter, polarer Wasserinhaltsstoffe (im Sinn eines vollstédn-
digen Uberblicks uber die Zusammensetzung des DOC) hat die Losungsmittelextraktion
aber nur einen eingeschrankten Wert. ‘

8.2 Festphasenextraktion

Fur die Untersuchungen zur Festphasenextraktion wurde diafiltrierter (< 1000 D) Klar-
anlagenablauf Gber Aktivkohle und XAD-8 perkoliert. In einem Fall wurde auch ein
wassriger Extrakt der ETM1000 Gber XAD-8 geleitet. Es sei schon hier erwédhnt, daB er
sich nicht sichtbar anders verhielt als das Diafiltrat ohne Aufkonzentrierung und Entsal-
zung.

Adsorptionsversuche an XAD-8 und Aktivkohle wurden sowohl ohne Modifikation des
pH-Wertes als auch nach Einstellen der Probe auf pH=2 ausgefuhrt. Eine Beschreibung
der verwendeten Festphasen findet sich in Kapitel “Liste verwendeter Gerédte und
Hilfsmittel” auf Seite 123.
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Jeweils 10 Liter MF1000 11 wurden auf Sdulen gegeben, die mit Adsorbens gefiillt waren.
Die FluBkontrolle erfolgte iber Tropftrichter, um Kontamination mit organischem Material
(Pumpenkodpfe, Schlauchverbindungen) soweit als méglich zu vermeiden. Die Konzen-
tration des DOC im S&dulenablauf wurde laufend kontrolliert. Der konstante Wert im Ver-
lauf eines Versuchs zeigte, daB die Kapazitat der Adsorbensmenge ausreichend bemes-
sen war.

Die Ergebnisse der Versuche zur Festphasenextraktion sind in Tabelle 17 dargestellt und
werden im folgenden besprochen. )

Tabelle 17. Festphasenextraktion organischer Inhaltsstoffe

XAD-8 XAD-8 XAD-8 Aktivkohle | Aktivkohle
ETM1000

(pH 7.7) {pH 2.0) (pH 2.0) (pH 8.3) (pH 2.0)
Adsorption 33 % 41 % 40 % 72 % 72 %
Desorption 104 % 124 % 97.8% - --
mit Methanol 3
Desorption 34 % 34 % - 16 % 16 %
mit NaOH 12

Versuche mit XAD-8: An XAD-8 wurden ohne pH-Modifikation (pH=7.7) 33 % und bei
Ansduerung (pH=2) 41 % des DOC gebunden. Absolut gesehen wurden etwa 10 mg DOC
adsorbiert. Mit Natronlauge (cy.on = 0.1mol/I} konnte bei beiden Versuchen je 34 % der
adsorbierten Menge desorbiert werden.

In einem zweiten Versuch wurden die Saulen wie oben beladen und mit Methanol de-
sorbiert. Es wurde etwas mehr Kohlenstoff desorbiert als dem adsorbierten Anteil des
DOC entsprochen hatte. Erkldrbar ist dieser Befund durch ein Auswaschen von Saulen-
material in geringem Umfang.

Ein Versuch zur Adsorption von organischen Inhaltsstoffen an XAD-8 wurde auch mit dem
wasserloslichen Anteil der ETM 1000 durchgefihrt. 9.49 mg organischer Kohlenstoff wur-
" den auf die Sdule aufgegeben (in Form eines wdéssrigen, auf pH =2 eingestellten Extrak-
tes der ETM1000). Die Saule wurde mit zweimal 50 m! und einmal 100 m! Wasser gespult.
AnschlieBend wurde Uber eine Messung des Spilwasser-DOC der adsorbierte Anteil der
organischen Verbindungen bestimmt. 40 % wurden adsorbiert. Davon konnten mit Me-
thanol 98 % desorbiert werden.

11 Membranfiltrierter Kldranlagenablauf mit organischen Inhaitsstoffen unter 1000 D molarer
Masse

12 Die Desorptionswerte beziehen sich auf adsorbierte Menge =100 % .
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Versuche mit Aktivkohle: An Aktivkohle wurde deutlich mehr organisches Material ad-
sorbiert. 72 % des DOC blieben unabhangig vom pH-Wert auf der Sdule fixiert. Allerdings
konnte mit Natronlauge deutlich weniger desorbiert werden. 16 % der adsorbierten
Menge waren so desorbierbar. Mit Methano!l konnte kein desorbierter DOC-Anteil ge-
messen werden, da sich beide Proben (Adsorption bei pH 8.3/2.0) bei der Entfernung von
Losungsmittelresten im Trockenschrank braun verfarbten. Eine Bestimmung der Trok-
kenmasse bei angenommenen 50 % Kohlenstoffanteil ergab 36 % Desorption (Versuch

bei pH=28.3) und 136 % Desorption (pH=2.0).

Die Festphasenextraktion eriaubt es nach obigen Versuchen nicht, mehr als 50 % des
niedermolekularen Anteils des DOC in weiter untersuchbarer Form zu gewinnen. Ver-
mutlich werden insbesondere die sehr hydrophilen Verbindungen nicht auf den Fest-
phasen zurluckgehalten. Dies gilt auch fur die weitere Reinigung der organischen Anteile

der ETM1000.

Chromatographische Untersuchung der Sauleneluate: Um erkennen zu kénnen, ob Me-
thanol und Natroniauge unterschiedliche Verbindungen eluieren, wurden beide L.6sungen
des XAD-8 Versuches iiber eine Kieselgelsdule mit Acetonitri/Wasser Gemisch (85/15)
chromatographiert. Das Elutionsprofil wurde nacheinander bei 190 nm, bei 254 nm und im
Chromatogramm des Methanol-Eluates auch bei 450 nm registriert. Gleichzeitig wurde
jeweils die Anderung des Brechungsindex aufgezeichnet. Die Chromatogramme sind in
Abbildung 12 und in Abbildung 13 auf Seite 62 dargestellt.
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Abbildung 12. Chromatogramm des Methanol-Eluates: Saule: Nucleosil 50-5 (200 x 4) +
Vorsaule (50 x 4). Eluent: Acetonitril/Wasser {85/15 Vol.T.). FluB: 0.5 ml/min.
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Vom Verlauf her sind die beiden Chromatogramme etwa identisch. Lediglich in der Kon-
zentration der eluierten Stoffe sind Unterschiede feststelibar. Speziell beim Betrachten
des Verlaufs des Brechungsindex und der UV-Absorption bei 190 nm wird dieser Aspekt
deutlich.

Die Chromatogramme kénnen anhand des Verlaufs der Brechungsindex-Anderung in 4
Bereiche unterteilt werden.

e 3 Minuten bis 7 Minuten mit einem groBen Peak

e 7 Minuten bis 10 Minuten mit mehreren kleinen Peaks
e 10 Minuten bis 13 Minuten mit einem breiten Peak

e 13 Minuten bis 20 Minuten mit einem breiten Peak

Es handelt sich bei den Peaks vermutlich nicht um einzelne Substanzen, sondern um
Substanzgruppen mit ahnlicher Retentionscharakteristik unter den gewéhlten chromato-
graphischen Bedingungen.
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Abbildung 13. Chromatogramm des NaOH-Eluates: Die Trennbedingungen entsprechen
denen des Methanol-Eluates

Erganzend zur Einteilung in zeitliche Chromatogrammbereiche, ist die Betrachtung der
einzelnen Detektionsmethoden (UVig, UV, und Brechungsindex) zu verstehen.

Der Brechungsindex-Detektor ist zwar universell, aber unempfindlich. Die empfindlichste
der drei Methoden ist fur fast alle Verbindungen die Detektion bei 190 nm. Die Absorption
von UV-Licht der Wellenldnge 254 nm, ist eine Eigenschaft, die besonders Aromaten be-
sitzen. Die Detektion bei dieser Wellenldge, dient hier als zuséatzliche Information Uber
die Art der eluierten Verbindungen.
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Zu Beginn der Trennung eluieren Verbindungen, die auch bei 254 nm stark absorbieren.
Es konnte sich um Molekile mit aromatischen Teilen handeln.

Im zweiten Abschnitt des Chromatogramms sind Peaks zu erkennen, bei denen die Ab-
sorption bei 254 hm wesentlich kleiner ist als die Absorption bei 190 nm. Hier ist an
Carbonyl-Gruppen oder Sduren zu denken.

Gegen Ende der chromatographischen Trennung eluieren Verbindungen, die nur noch
bei 190 nm eine nennenswerte Absorption aufweisen. Hierbei kann es sich um Verbin-
dungen handeln, die als funktionelle Gruppen nur Hydroxyl- oder Aminogruppen besit-
zen.

Die Betrachtung der Verdnderung des Brechungsindex im Verlauf der Trennung zeigt
mehrere deutliche Peaks. Da diese Detektionsmethode eher ein massenproportionales
Signal liefert, als die UV-Detektion, ist damit auch eher zu erkennen, wann substantielle
Mengen an organischen Inhaitsstoffen eluiert werden.

Ergebnisse der Extraktionsversuche: Es gelang auf keine Art und Weise die Gesamt-
menge an organischen Verbindungen vollstandig von der Gesamtmenge an anorgani-
schen Verbindungen zu trennen.

Bei Verwendung von L&sungsmitteln zur Extraktion zeigte nur der hochpolare Methylal-
kohol ein substantielles Vermégen organische Probenbestandteile zu 16sen. Dies ist
gleichzeitig mit einer betrdchtlichen Aufldsung anorganischer Anteile verbunden. Das
Verhaltnis von geldsten organischen Bestandieilen zu geldsten anorganischen Bestand-
teilen ist nur wenig gunstiger als bei Wasser. Dabei werden in Wasser allerdings alle
organischen Inhaltsstoffe der ETM1000 gelést, in Methanol nur 70 %.

Bei der Festphasenextraktion kommt neben der generellen Frage der Adsorbierbarkeit
der Probeninhaltsstoffe noch das Problem der anschlieBenden Desorption dazu. Bei Ad-
sorption auf XAD-8 konnten die gesamten 40 % adsorbierbare Verbindungen mit Metha-
nol desorbiert werden. Von Aktivkohle konnte bei zwar besserem Adsorptionsvermogen
(72 %) fast nichts mehr desorbiert und so fur weitergehende analytische Schritte ver-
wendet werden.

Von anderen Autoren wurden Resultate in der gleichen GréBenordnung beobachtet. Amy
et al. [4] fuhrten fur biologisch gereinigtes Abwasser ebenfalls die Adsorption an XAD-8
bei pH=2 durch. Bei der Verwendung von Proben, die durch ein Membranfiiter der Po-
renweite 0.45 pym filiriert waren, konnten sie zwischen 51.2 und 57. 2 % des DOC adsor-
bieren. Collins, Amy und Steelink [17] untersuchten auch FluBwasser nach dieser Me-
thode. Dabei wurden ebenfalls zwischen 50 und 60 % des DOC auf dem Harz zurickge-
halten.

Versuche zur Adsorption an Aktivkohle fithrten Parkin und McCarty [63] durch. Ailerdings
nicht in der Apordnung der durchstromten Saule, sondern als Batch-Experiment. 77 %
des organischen Materials war an Aktivkohle adsorbierbar.

Die im Vergleich zu eigenen Ergebnissen etwas hoheren Werte sind damit zu erklaren,
daB die Autoren das gesamte Moimassenspektrum im biologisch gereinigten Abwasser
und FiuBwasser untersuchten.
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Zielsetzung dieser Versuche war, ein Verfahren zur moéglichst vollstandigen Trennung
der organischen und der anorganischen Inhaltsstoffe der niedermolekularen Fraktion ei-
nes Kldranlagenablaufs zu finden. Mittels Losungsmittelextraktion und mittels Festpha-
senextraktion an XAD-8 und Aktivkohle war dies nicht zu bewerkstelligen.

Die organischen Inhaltsstoffe niederer molarer Masse in biologisch gereinigtem Abwas-
ser lassen sich auf der Basis der Extraktionsversuche und des chromatographischen
Verhaltens wie folgt charakterisieren.

Es handelt sich zum Uberwiegenden Teil um polare Verbindungen, denn nur in Wasser
und Methanol waren substantielle Mengen des organischen Anteils loslich, wie sich bei
Extraktionsversuchen der Trockenmasse zeigte.

Die Verbindungen, die auf XAD-8 adsorbiert werden konnen, sind mittels HPLC auf einer
Kieselgelsadule und Acetonitril/Wasser als Eluentengemisch fraktionierbar. Verbindungen,
die sehr schnell eluieren, nehmen einen groBen Bereich dieses organischen Anteils ein.
Sie sind dadurch gekennzeichnet, daB sie bei 190 nm und bei 254 nm UV-Licht absor-
bieren. Ebenfalls einen erheblichen Anteil haben Stoffe die nur bei 190 nm absorbieren.
Diese werden sehr stark auf der Sdule zuriickgehalten.

Eine Chromatographie von wissrigen bzw. methanolischen Extrakten der ETM 1000 war
durch anorganische Probeninhaltsstoffe stark behindert.

Versuche mit Kieselgel: Kieselgel wurde nicht zur Aufkonzentrierung organischer In-
haltsstoffe verwendet, sondern lediglich zur weitergehenden Abtrennung der anorgani-
schen von den organischen Stoffen. In dieser Versuchsreihe wurde jeweils nur ein ge-
ringes Volumen hochkonzentrierte wassrige Losung der ETM1000, auf die Sdule aufge-
geben und dann mit Acetonitril unter Zusatz von 15 % Wasser eluiert.

Es ist sinnvoll ein mit Wasser mischbares Elutionsmittel zu nehmen, das aber nur eine
geringe Affinitdt zu den anorganischen Probenbestandteilen hat. Dies gewahrleistet eine
hohere Rickhaltung der anorganischen Bestandteile auf der Saule. Acetonitril hat, wie in
“Abtrennung mittels Losungsmittelextraktion” auf Seite 57 gezeigt, diese Eigenschaft. Es
hat sich als vorteilhaft erwiesen, Acetonitril in Kombination mit einer geringen Menge
Wasser einzusetzen, da Acetonitril allein die meisten der Abwasserinhaltsstoffe nicht gut
I6st. Der Ablauf wurde in Fraktionen aufgeteilt, um die Elution der organischen Verbin-
dungen besser verfolgen zu kénnen.

Mit der beschriebenen Versuchsanordnung wurde ein nahezu salzfreier Sdulenablauf
erhalten, der Uber 50 % des eingesetzten DOC enthieit. Die anorganischen Bestandteile
und der Rest des DOC konnten mit Wasser als Elutionsmittel von der stationdren Phase
gewaschen werden. Dieser Teil des DOC war dann nicht mehr salzfrei. Daten zu diesem
Versuch sind im Tabellenanhang zusammengestellt. Mit den so gereinigten organischen
Inhaltsstoffen waren zum ersten Mal verniinftige flissigkeitschromatographische Tren-
nungen moéglich. Auch die Derivatisierung der organischen Inhaltsstoffe mit Diazomethan
fur anschlieBende gaschromatographische Untersuchungen gelang erst mit den gerei-
nigten Proben. Diese Versuche sind in spdteren Kapiteln beschrieben.
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Charakterisierung der niedermolekularen organischen
Inhaltsstoffe
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9. Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit

Die biologische Abbaubarkeit der Reststoffe in biologisch gereinigtem Abwasser ist eine
wichtige GréBe zur Bewertung ihrer Umweltbelastung. Stoffe, die gar nicht, nur schwer
oder nur durch speziell adaptierte Mikroorganismen abbaubar sind, missen als grund-
satzlich belastend fur ein Gewédsser angesehen werden, weil sie sich darin anreichern
kénnen.

Es gibt eine Reihe von Techniken zur Uberpriifung der biologischen Abbaubarkeit. Halt-
rich [29] bietet eine gute Zusammenstellung haufig verwendeter Methoden. Eine weit
verbreitete Methode ist der OECD-Confirmatory Test, der z. B. zur Bestimmung der Ab-
baubarkeit von Tensiden in Waschmitteln vorgeschrieben ist. Dabei wird die Abbaubar-
keit durch Dosierung der betreffenden Verbindung in den Zulauf einer Modell-Kldranlage
untersucht. Die Abbaurate ermittelt man durch Bestimmung der Konzentration der Sub-
stanz im Zulauf und im Ablauf. Sie kann auch durch Bestimmung einer typischen Eigen-
schaft der Substanz (z. B. Methylenblau-Aktivitdt) bestimmt werden. Die Bildung von
Metaboliten ist bei solchen substanzspezifischen Bestimmungen nicht bericksichtigt.
Diese erfaB8t man, wenn summarische MeBgréBen, zum Beispiel der geldste organisch
gebundene Kohlenstoff (DOC), der chemische Sauerstoffbedarf (CSB) oder der biologi-
sche Sauerstoffbedarf (BSB) verwendet werden. Die fir diesen Test benétigten hohen
Konzentrationen an organischen Verbindungen im Zulauf lassen ihn fur die in dieser Ar-
beit betrachteten Spuren von Ablauf-Inhaltsstoffen (wenige mg/l DOC) problematisch er-
scheinen.

In jungster Zeit wurde auch von Versuchen berichtet, die biologische Abbaubarkeit durch
die Verwendung der Aktivkohle-Testfilter nach Sontheimer [30] zu bestimmen. Dieses
Verfahren bendétigt ebenfalls relativ groBe Substanzmengen.

Ein brauchbarer anderer Ansatz zur Beurteilung der biologischen Abbaubarkeit ist es,
das Verhaltnis von BSB zu CSB bei den betreffenden Stoffen zu untersuchen. Der maxi-
male Wert fir dieses Verhéltnis wird durch Verwendung von gut abbaubaren Testsub-
stanzen erhalten (z. B. betrdgt das Verhiltnis von biclogischem Sauerstoffbedarf nach
funf Tagen (BSBs) zum CSB fur eine Mischung von Glucose und Glutaminsdure rund 0.75).
Fir kommunales Abwasser wird etwa 0.5 angegeben.

Fur diesen Ansatz werden geringere Stoffmengen benétigt, er wurde aus diesem Grund
in der vorliegenden Arbeit verwendet,

9.1 Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs

Far die Bestimmung des BSB erschien es unnétig, die Probenverbereitung nach dem in
Kapitel “ 7. Gewinnung einer groBen Menge niedermolekularer Inhaltsstoffe (ETM1000)”
auf Seite 55 beschriebenen Verfahren bis zur Gewinnung der Trockenmasse ETM1000
durchzufuhren. Die Aufarbeitung wurde nach der Fraktionierung in molare Massenberei-
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che und 20 - 40-facher Konzentrierung am Rotationsverdampfer abgebrochen. Bei einer
Probe wurde zusatzlich der Elektrodialyseschritt durchgefihrt.

Fir die Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs existieren mehrere MeBmetho-
den. In der vorliegenden Arbeit wurde die “Sapromat-Methode” unter Zusatz von Allyl-
thioharnstoff (dieser unterdrickt die Ammoniumoxidation) verwendet. Sie ist einfach zu
handhaben und erlaubt eine kontinuierliche Messung des Sauerstoffbedarfs. Es wurde
sowoh! der ubliche BSBs als auch der biologische Sauerstoffbedarf nach 20 Tagen
(BSB2) gemessen. Der BSB; ist bei der Untersuchung von Abwasser {blich, der BSBy
wird oft verwendet als MaB fur die Abbaubarkeit im Gewdsser,

Bei der Aufkonzentrierung der Proben ohne Elektrodialyseschritt wurden zwangsliufig
auch hohe Salzkonzentrationen erhalten. Ein Zusatz bekanntermaBen gut abbaubarer
Verbindungen zu einem Ablaufkonzentrat niedermolekularer organischer Inhaltsstoffe
(DEV-Standard und Probe im Volumenverhaltnis 1+ 1), zeigte jedoch, daB der biologische
Abbau auch in dieser Matrix funktioniert.

BSB/CSB-Verhéltnis: In Tabelle 18 sind Ergebnisse dargestellt. Bei den MeBlésungen
aus dem Ablauf der kommunalen Kldranlage LLeopoldshafen war das Verhiltnis von BSB;
zum CSB kleiner als 0.1. Der niedermolekulare Anteil der organischen Inhaltsstoffe ist
offenbar sehr schwer biologisch abbaubar. Das Verhéltnis BSB, zu CSB ist etwa 0.1 was
bedeutet, daB diese Stoffe auch in Gewdssern auf biochemischem Weg nur schwer oxi-
dierbar sind. Zur Uberpriffung der Anwesenheit eines bakterientoxischen Stoffes wurde
eine Probe mit 50 vol.% des DEV-Standards {(Glucose/Glutaminsdure) fur BSB-Messun-
gen versetzt und diese parallel zum reinen Standard bebritet. Man erhielt bei beiden
Ansadtzen praktisch das gleiche BSB/CSB-Verhéltnis. Eine toxische Hemmung liegt also
nicht vor.

Tabelle 18. Untersuchungen zum biologischen Sauerstoffbedarf
DOC,, | DOC, BSB; BSB,, CSB,,, | BSB,/CSB,,,
(mg/l) | (mg/l) | (mg/l O;) | (mg/l O,) | (mg/l O,)

Leo <1000 D 32 27 4 9 83 0.1

Leo <1000 D 25 1 5 66 0.07

elektrodialysiert

Leo <1000 D 83 16 105 185 233 0.79

+ 50 % Standard

DEV-Standard 123 5 225 225 303 0.74

13 CSB-Werte sind auf der Basis DOC/0.38 efrrechnet.
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DOC/CSB Verhdltnis: Aus diesem Verhaltnis ist eine Aussage lber den mittleren Oxida-
tionsgrad der organischen Inhaltsstoffe moglich.

Eigene Versuche, bei denen die Konzentration des DOC und der chemische Sauerstoff-
bedarf bestimmt wurden, ergaben als Quotient aus CSB und DOC den Wert 0.38. Koppe
und Stozek [41] geben fur diesen Faktor in biologisch gereinigtem Abwasser eine
Spannweite von 0.29 bis 0.40 an. Bei Reinhard [68] variiert er zwischen 0.33 und 0.43.
Diese Zahlen zeigen, daB die organischen Verbindungen in biologisch gereinigtem Ab-
wasser einen mittleren Oxidationsgrad besitzen. Die Gro8e des Faktors entspricht Koh-
lenhydraten oder Essigsdure. Werte, die in Oberflaichengewissern gefunden wurden,
liegen in der gleichen GréBenordnung.

DOC-Elimination: Die Abnahme des DOC bei den untersuchten Ablauffraktionen betrug
ca. 20 %, was im Vergleich zum BSB/CSB-Verhaltnis Uberraschend viel ist. Ein méglicher
Grund ist, daB sich schwerlésliche Stoffe bilden, bzw. eine Adsorption an die Biomasse
stattfindet. Eine andere Erkldrung kénnte sein, daBB der festgestellte geringe Abbau eine
Stofffraktion betrifft, die noch verhdltnismaBig gut abbaubar ist, und von der ein gréBerer
Teil in die Biomasse eingebaut wird. Die hohe DOC-Elimination bei dem Ansatz
Probe/Standard ist mit dem Abbau der Inhaltsstoffe des Standards zu erklaren.

Vergleich mit Literaturdaten: Es sind in der Literatur einige Arbeiten zu diesem Thema
zu finden. Die hier referierten Veréffentlichungen befassen sich mit biologisch gereinig-
tem kommunalem Abwasser. Allerdings sei einleitend bemerkt, daB der Vergleich der
Daten mit Vorsicht vorzunehmen ist, da hdufig experimentelle Rahmenbedingungen nicht
mit angegeben wurden.

Lah! und Burbaum [42] fanden fir das BSB/CSB-Verhéltnis Werte zwischen 0.12 und 0.18.
Chudoba [13] gibt BSB-Werte unter 5 mg/l O, fur I6sliche Verbindungen und ein BSB/CSB
Verhiltnis von unter 0.1 an. Bei Legube und Doré [44] {0.25-0.33), sowie bei Koppe und
Stozek [41] (0.23-0.48) werden etwas hohere Werte angegeben, aber auch diese errei-
chen nicht den Wert 0.75, der fur bekanntermaBen gut abbaubare Verbindungen bestimmt
werden kann.

Versuche von Haltrich und Sontheimer [30] mit einem Testbettfiiter erbrachten die Re-
duktion des DOC eines biologisch gereinigten Abwassers um 30 %.

Parkin und McCarty [63] verfolgten die Abbauleistung einer biologischen Klarstufe an-
hand des gelosten organischen Stickstoffs (DON). Im Ablauf der biologischen Stufe fan-
den sie, daB 40 bis 100 % der stickstoffhaltigen Verbindungen (im Mittel 63 %) nicht mehr
weiter biologisch abbaubar waren.

Allgemein gesehen stimmen die hier referierten Ergebnisse gut mit den Resultaten die-

ser Arbeit Uberein.
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9.2 Interpretation der Ergebnisse

Die relativ schlechte biologische Oxidierbarkeit von Verbindungen, die in den Ablaufen
von Kldranlagen mit biologischer Behandlungsstufe vorkommen, zeigt, daB die biologi-
schen Reinigungsstufen der untersuchten Kldranlagen sehr effektiv arbeiten. DaB ber-
haupt noch organische inhaltsstoffe das Belebungsbecken verlassen, liegt eher in der
Natur der Verbindungen selbst, das heiBt, sie sind tatsachlich auf biologischem Weg nicht
metabolisierbar, als an den Rahmenbedingungen fur den Abbau in der biologischen
Stufe.

Ein wesentlicher Aspekt zur Beurteilung der Reststoff-Problematik ist die Aufklarung der
Herkunft dieser Verbindungen. Durch die Bakterien des Belebungsbeckens werden nicht
nur Abbauleistungen, sondern auch Syntheseleistungen vollbracht. Umfangreiche Unter-
suchungen zur Syntheseleistung von Bakterien im Belebtschlamm fithrten Chudoba und
Mitarbeiter [13], [14], [15], [31] durch. Er schitzt den Anteil komplett neu gebildeter
Verbindungen an der biologisch nicht abbaubaren Komponente eines Kldaraniagenablaufs
auf 1 % bis 10 %. In Versuchen mit Einzelsubstanzen konnte er zeigen, daB der “nicht
abbaubare CSB” eine lineare Funktion der zugegebenen organischen Stoffmenge ist,
wéahrend der BSB praktisch konstant bleibt. Die Menge der nicht abbaubaren Verbindun-
gen, die gebildet werden, war hoher, wenn sich die Bakterien in der Log-Phase, d. h. in
einer Phase starken Wachstums, befanden, als wenn das System in stationdrem Zustand
betrieben wurde, bei dem die Bakterienmasse nur geringfigig zunimmt. Dies deutet
darauf hin, daB wirklich der bakterielle Metabolismus fiir die Bildung refraktédrer Verbin-
dungen ursichlich ist. Hejzlar untersuchte zusammen mit Chudoba [31] den hochmole-
kularen Anteil dieser Verbindungen. Zwischen 30 und 50 % enffielen auf Polymere von
im einzelnen identifizierten Zuckern, Aminozuckern und Aminosduren, also typischen
Hull-Bestandteilen der Bakterien. Diese Verbindungen wurden sowohl bei der Verwen-
dung von kinstlichem Abwasser fur den Zulauf zur biologischen Stufe, als auch bei der
Verwendung von “echtem” Abwasser nachgewiesen.

Untersuchungen, die Teramachi und Takakuwa [81] durchfuhrten, waren in ihren Ergeb-
nissen mit denen des Arbeitskreises um Chudoba vergleichbar. Auch sie fanden ein di-
rekt proportionales Verhiltnis von Ausgangs-CSB und biologisch nicht mehr weiter ab-
baubarem CSB im Abwasser nach der biologischen Stufe. In Ubereinstimmung mit Chu-
doba vermuten sie, daB der biologisch nicht weiter abbaubare CSB-Anteil weniger aus
der Autoxidation, d. h. dem Zellzerfall der Bakterien, herrihrt, sondern aus dem bakte-
riellen Metabolismus stammt. Allerdings deuten die Versuche der beiden auch darauf
hin, daB bereits im Klaranlagenzulauf eine gewisse Menge an Verbindungen vorhanden
ist, die sich der biologischen Oxidation entziehen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB zwischen 60 % und 90 % der organi-
schen Inhaltsstoffe des untersuchten biologisch behandelten Abwassers refraktédren
Charakter haben. Diese Stoffe kdnnen in 4 Gruppen eingeteilt werden:

e  Stoffe, die schon im Rohabwasser vorhanden sind und nicht abgebaut werden.
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e  Stoffe, die nur unvollstandig metabolisiert wurden.
e  Stoffe, die als Metabolite des biologischen Abbaus entstehen.
e  Stoffe, die bei der Autolyse von Bakterien entstehen.

Verbindungen, die zu den Klassen eins und zwei zdhlen, sind vermutlich zum groéBten
Teil anthropogenen Ursprungs, wahrend Verbindungen der Punkte drei und vier dem
System der biologischen Abwasserreinigung inhdrent sind. DaB auch diese Verbindun-
gen sich uber alle Substanzklassen und den gesamten Molmassenbereich erstrecken,
zeigen die verschiedenen Versuche mit kiinstlichem Abwasser, die von einigen Autoren
[25], [28], [46], [47] durchgefiihrt wurden.
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10. Untersuchung der Lichtabsorption

Biologisch gereinigtes Abwasser ist ein komplex zusammengesetztes System. Hingegen
liefert die Spektroskopie im ultravioletten, sichtbaren und infraroten Bereich die eindeu-
tigsten Aussagen bei der Untersuchung einzelner Stoffe. Dennoch kann bei ihrer An-
wendung auf Abwasser aus den erhaltenen Ergebnissen auf die Art der geldsten Ver-
bindungen geschlossen werden. Sie ist in diesem Fall als “Fingerprint”-Methode fir die

untersuchte Probe zu sehen.

Zur UV/VIS-spektroskopischen Untersuchung wurden Klaranlagenablaufe um den Faktor
zwei aufkonzentriert und mittels Membranfiltration in verschiedene Massenbereiche
fraktioniert. In Abbildung 14 sind UV/VIS-Spektren von drei Fraktionen eines Kl&ranla-
genablaufs dargestellt (Filter mit 0.45 ym, 10000 D, 1000 D Porenweite). Die Konzentra-
tionen an geldstem organisch gebundenem Kohlenstoff lagen bei 14, 8 und 5 mg/l. Un-
tersuchungen an zwei weiteren Kldranlagen ergaben ein dhnliches Bild. Der Spektren-
veriauf im sichtbaren Bereich ist bis zu einer Obergrenze von 500 nm aufgezeichnet. Im
weiteren Verlauf bis 800 nm war keine meBbare Absorption mehr zu beobachten.

Die Gesamtprobe (<0.45 ym) und die Fraktion <10000 D erschienen mit bloBem Auge
schwach gelb {Schichtdicke war 1 cm). Entsprechend war in diesen Spektren um 400 nm
noch eine schwache Lichtabsorption zu beobachten. Die niedermolekulare Fraktion war

farblos.
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Abbildung 14. UV/VIS-Spektren von biologisch gereinigtem Abwasser: Proben durch drei
Membranfilter filtriert (<0.45 ym (DOC =14 mg/l}, <10000 D (DOC =8 mg/l),
<1000 D (DOC =5 mg/l)), Schichtdicke 1 cm, Messung gegen dest. Wasser.

Bei allen untersuchten Fraktionen steigt die Lichtabsorption ab 370 nm an. Bei 290 nm ist
ein Nebenmaximum angedeutet, das bei der Aufarbeitung <1000 D in einen plateaufér-
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migen Verlauf des Spektrums und den Endanstieg bei 240 nm miindet. Bei den Fraktio-
nen <0.45 ym und < 10000 D ist ein zweites Nebenmaximum bei 260 nm zu erkennen.
Zwischen der niedermolekularen und der hochmolekularen Fraktion bestehen Unter-
schiede im Spektrenverlauf, die nicht allein mit der unterschiedlichen Konzentration an
gelostem organischem Material erkiart werden kénnen. Gekennzeichnet sind diese Un-
terschiede vor allem durch langerwellige Absorptionen (bis in den VIS-Bereich) fur die
hochmolekularen Anteile, die damit (ber ausgedehntere chromophore Systeme (evtl.
aromatische Gruppen) verfugen. Der Endanstieg bei 240 nm deutet bei allen Fraktionen
auf Inhaltsstoffe mit Carbonyl-, Carboxyl- oder Aldehydfunktionen hin. Alkoholische
Gruppen und Aminogruppen absorbieren erst bei noch kiurzeren Wellenlangen und kén-
nen damit im gemessenen Spektrum nicht mehr erkannt werden.

Bestimmung des SAK.: Die Messung der Intensitédt der Lichtabsorption bei einer Wel-
lenldnge wird in der Wasseranalytik ebenso als Indikator fir die Belastung von Wasser
mit organischen Verbindungen verwendet, wie andere summarische MeBgréBen (CSB,
BSBs). Die Angabe der Werte erfolgt als spektraler Absorptionskoeffizient {SAK), das
heiBt, ais Quotient aus eintretender und austretender Lichtintensitdt bei einer durch-
strahlten Schichtdicke von einem Meter. Als Index wird die verwendete Wellenlange mit
angegeben.

Der SAKz von drei Klaranlagenabldufen lag im Mittel bei 13 m-' fur Proben, die durch
ein Membranfilter der Porenweite 0.45 ym filtriert wurden. Bei einem Porendurchmesser
von 1000 Dalton als AusschluBgrenze lag der SAKz, im Mittel bei 2.6 m-' . Die Daten
zweier Klaranlagen waren fast identisch. Bei der dritten Anlage wurde in allen Massen-
bereichen ein héherer SAK beobachtet.

Tabelle 19. Extinktionsmoduln bei 254 nm bezogen auf den DOC: Werte von drei kommu-
nalen Klaranlagen. Jeweils gesamter Massenbereich und niedermolekulare

Anteile.
Leopoldshafen Neureut KfK
Extinktionsmodul Extinktionsmodul Extinktionsmodul
in m~‘mg~ in m—'mg-'l in m—'mg-
< 0.45 um 1.95 1.51 1.86
< 1000 D 0.4 0.9 1.4

in Tabelle 19 ist der Extinktionsmodul bezogen auf den DOC (gemessen bei 254 nm) des
< 0.45 ym-Filtrates dem Extinktionsmodul im niedermolekularen Bereich gegeniber ge-
stellt. Man erkennt, daB der Extinktionsmodul im niedermolekularen Bereich in allen
Fallen niedriger liegt als bei Betrachtung des gesamten molaren Massenbereichs. Dieser
Befund bedeutet, daB chromophore Systeme in Molekilen hdoherer molarer Masse in
gréBerem Umfang vorhanden sind als bei Verbindungen mit niederer molarer Masse.
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Im Vergleich zu Rheinwasser, wo bei Neuburgweier ein SAK:, von 6.6 m~ (Jahresmittel
nach [5]) gemessen wurde, hatten die untersuchten Kldranlagenabldufe etwa doppelt so
hohe Werte (SAK s des nicht fraktionierten Ablaufs zwischen 10.4 m~' und 17.1 m™"). Das
kommunale Abwasser das in den Rhein eingeleitet wird, erfahrt dabei eine Verdiinnung
um mindestens den Faktor 100. Sein Beitrag zum gemessenen SAK,s. im Rhein wird also
nur gering sein.

Der niedermolekulare Bereich des biologisch gereinigten Abwassers wurde auch infra-
rotspektroskopisch untersucht. Verwendung fand die nach Kapitel * 7. Gewinnung einer
groBen Menge niedermolekularer Inhaltsstoffe (ETM1000)” auf Seite 55 hergestellte
ETM1000 als KBr-Pressling. Dabei war vor allem im Bereich von 1100 cm~' eine intensive
Absorption zu beobachten, die vermutlich durch Sulfat, Phosphat oder Silikat verursacht
wird. DaB anorganische Inhaltsstoffe das Spektrum bestimmen, ist deshalb zu vermuten,
weil diese noch 90 % der ETM1000 ausmachen.

Bei der Untersuchung eines methanolischen- bzw. Chloroformextraktes konnten aller-
dings bereits deutlich Banden erkannt werden, die durch organische Inhaltsstoffe verur-
sacht werden. Sowohl im Methanol- als auch im Chloroformexirakt war ein breiter,
strukturierter Peak zwischen 3700 cm~' und 3000 cm~' zu sehen. In diesem Bereich ab-
sorbieren OH- und NH-Schwingungen. Strukturierungen deuten darauf hin, daB unter-
schiedliche Bindungsformen vorliegen. Im Methanolextrakt war weiterhin eine intensive
Absorption bei 1700 cm-', ebenfalls strukturiert, zu erkennen (dort absorbieren Carb-
oxylgruppen und alkoholische Gruppen); daneben zwei Banden bei 2900 cm-', wo C-H-
Schwingungen absorbieren. In diesem Bereich waren beim Chloroformextrakt drei Ban-
den zu sehen. Beide Extrakte hatten in ihren Spektren noch mehrere Banden im Bereich
unter 1500 cm™', die im einzelnen nicht zugeordnet wurden.
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11. Untersuchung definierter Stoffgruppen

Bei der Untersuchung von Abwasser werden in groBem Umfang stoffgruppenspezifische
Methoden verwendet. Damit ist es moglich, ein Abwasser zu charakterisieren, auch wenn
man Gber die Identitdt der einzelnen Stoffe nur unzureichend informiert ist.

Die in diesem Zusammenhang am haufigsten verwendete GroBe, die Menge aller gelo-
sten organischen Inhaltsstoffe, ausgedrickt als Menge gelésten organischen Kohlen-
stoffs (DOC), wird in diesem Kapitel nicht behandelt. Dieser Parameter ist in allen Kapi-
teln dieser Arbeit ausreichend charakterisiert. Behandelt werden die unten aufgezahliten

Bereiche:

e  Stickstoffhaltige Verbindungen
DON (hier als organischer Anteil des Kjeldahi-Stickstoffs)
Aminogruppen
freie und gebundene Aminogruppen
Aminoséduren (DC, HPLC)
Kernbasen

¢  Kohlenhydrate
Als Anthron-positive Substanz
Ergdnzend zur Anthron-Methode wurde versucht, einzelne Kohlenhydrate mit-
tels DC und HPLC nachzuweisen.

e  Organisch gebundener Schwefel
e  Methylenblau-aktive Substanzen
e  Bismut-aktive Substanzen

11.1 Stickstoffhaltige Verbindungen

Die Bestimmung des zum DOC analogen Parameters fir Stickstoff, der geléste organisch
gebundene Stickstoff (DON), wird in der Praxis als Bestimmung des “Kjeldahi-Stickstof-
fes” durchgefuhrt.

ErfaBt werden fast alle organischen Bindungsformen des Stickstoffs (Stickstoff in Hetero-
zyklen mit geringerem Wirkungsgrad). Der organisch gebundene Stickstoff wird in Am-
moniumstickstoff umgewandelt und als soicher bestimmt. Von den hauptsachlichen an-
organischen Bindungsformen Nitrit, Nitrat und Ammonium, ist nur die letztere fur die
Bestimmung relevant, da Ammonium entweder zuvor quantitativ bestimmt oder abge-

trennt werden muB.
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1111 Bestimmung des Kjeldahl-Stickstoffs

Die Arbeitsvorschrift fur diese Untersuchungen ist als “American Standard Method No.
3690” in [3] publiziert.

Zunédchst wurden Bestimmungen des DON im membranfiltrierten (< 0.45 ym) Ablauf der
Klaranlage Leopoldshafen durchgefiithrt. Bei sechs untersuchten Proben lag der Mittel-
wert bei 0.83 £ 0.2 mg/l N. Extremwerte waren 0.58 mg/I N und 1.15 mg/i N.

Im niedermolekularen Bereich wurden vier Messungen durchgefuhrt. Hier war das Er-
gebnis 0.25 4 0.05 mg/! N (Bereich: 0.17 - 0.32).

Die Verteilung des DON iber die molare Masse wurde an drei Klaranlagen untersucht.
In Tabelle 20 sind Mittelwerte dargestellt. Die einzeinen MeBwerte finden sich im Tabel-
lenanhang. Durchgefiihrt wurde die Fraktionierung nach molaren Massen mittels Mem-
branfiltration. Dabei wurde nach dem gleichen Schema vorgegangen, wie es in Kapitel
“Molmassenverteilung mittels Diafiltration” auf Seite 36 fur die Verteilung des DOC liber
die molare Masse beschrieben ist. Es ist aus der Tabelle deutlich zu sehen, daB etwa die
Hélfte des Stickstoffs in Molekiilen gebunden vorliegt, die eine molare Masse oberhalb
10000 Dalton haben. Dies ist bemerkenswert, da entsprechende Untersuchungen fiur den
DOC zeigen, daB die Mehrzahl organischer Verbindungen im Massenbereich unterhalb
10000 D liegen. Der niedermolekulare Bereich (<1000 D) entspricht mit 30 % etwa dem
bei der Verteilung des DOC gefundenen Wert.

Tabelle 20. Verteilung des DON liber die molare Masse: Mittelwerte von drei Klaranlagen

Molmassenbereich < 1000 1000 - 10000 10000 - < 0.45 um
(Dalton)
Verteilung des DON in % 30 20 50

In Tabelle 21 sind Mittelwerte fur die DOC/DON-Verhaltnisse aufgelistet. Betrachtet man
das Verhiltnis DOC/DON (ber die molare Masse, so zeigt sich, daB im Bereich
<1000 D und im Bereich 1000 bis 10000 D etwa die gleichen Verhéltnisse herrschen. Die
Quotienten liegen hier im Mittel bei 9.0 bzw. 10.7. Wenn man den Bereich ab 10000 D
molarer Masse anschaut, so hat der Quotient hier einen Mittelwert bei 4.8. Er liegt somit
deutlich niedriger als in den anderen beiden Bereichen.

Tabelle 21.  Verhdltnis DOC/DON iiber die molare Masse: Mittelwerte von drei Kidranlagen

‘Molmassenbereich < 1000 1000 - 10000 10000 - < 0.45 ym
(Dalton)

Verhaltnis DOC/DON 9.0 10.7 4.8
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Die Untersuchungen zeigen, daBB der Bereich der Makromolekiile in groBem Umfang
durch stickstoffhaltige Verbindungen gebildet wird. Im Tabellenanhang sind die C/N Ver-
hdalinisse der wichtigsten Aminosauren und Nukleotide aufgefuhrt. Diese liegen in der-
selben GroBenordnung wie die gemessenen DOC/DON Quotienten fir den Massenbe-
reich oberhalb 10000 D in Klaranlagenabldufen. Beispielsweise ist der Wert fur Gluta-
minsdure 4.3 und fur Phenylalanin 7.7.

Literaturdaten zur Verteilung des DON : Betrachtet man die Verteilung des DON uber die
molare Masse, so sind hier wesentlich weniger Daten publiziert, als Gber die entspre-
chende Verteilung des DOC. Insbesondere wurden in der Literatur keine vergleichbaren
Daten gefunden, die mittels Membranfiltration gewonnen wurden. Zwei Autoren verof-
fentlichten Werte, die mittels Gelchromatographie als Fraktionierungstechnik bestimmt
wurden. Auf die Problematik der Vergleichbarkeit von Membranfiltration und Gelchro-
matographie sei hier nochmals hingewiesen (vgl. “Gelchromatographie” auf Seite 34). In
Tabelle 22 sind die Ergebnisse von Keller [38] dargestellt. Die Ergebnisse von Parkin
[63] sind im Tabellenanhang aufgelistet.

Tabelle 22.  Verteilung des DON iiber die molare Masse: Daten nach Keller

Molmassenbereich < 165 165-800 800-1800 <1800
{Dalton)
DON in % 7 27 32 34

Keller findet, vereinfacht ausgedriickt, eine gleichmaBige Verteilung des DON uber die
von ihm ausgewidhlten molaren Massenbereiche. Stickstoffhaltige Verbindungen in bio-
logisch gereinigtem Abwasser haben jedoch einen sehr polaren Charakter, so daB eine
Analyse der Verteilung der molaren Masse mittels Gelchromatographie bei dieser Grup-
pe von Verbindungen zumindest problematisch erscheint.

11.1.2 Bestimmung der Aminogruppen

Far die Bestimmung der Aminogruppen existiert mit Ninhydrin ein sehr empfindliches
Reagenz. Zwei Molekiile Ninhydrin reagieren mit einer Aminogruppe zu einem intensiv
violetten Farbstoff. Ninhydrin reagiert aber auch mit Ammoniumionen, die in Abwasser
und in biologisch gereinigtem Abwasser in substantieller Menge vorhanden sind. Diese
mussen also vor der Bestimmung der Aminogruppen entweder quantitativ bestimmt,
oder selektiv entfernt werden.

Versuche, Ammoniumionen in alkalischem Milieu mit Stickstoff auszustrippen, brachten
erst ab pH=12 reproduzierbar gute Ergebnisse. Koppe und Stozek ([41], S. 212) zeigten,
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daB selbst bei pH=11 der Stripp-ProzeB nur sehr langsam vor sich geht. Bei diesem
Verfahren ist mit Verdnderungen des organischen Anteils zu rechnen.

Als gunstiger hat sich erwiesen, die Ammoniumionen mittels Wasserdampfdestillation im
schwach-alkalischen Bereich abzutrennen.

Bei der Bestimmung des gesamten, in Form von Aminogruppen gebundenen Stickstoffs
ist ein hydrolytischer Schritt notwendig, um auch gebundene Aminogruppen (z. B. Amide)
zu erfassen. Nur freie Aminogruppen reagieren mit Ninhydrin. Da bei der saueren Hy-
drolyse aber auch Ammoniumionen abgespalten werden kénnen, war es notwendig,
diesen ProzeB hinsichtlich des Stickstoffs zu bilanzieren. Dafiir wurde der Kjeldahlstick-
stoff-Gehalt der ETM1000 bestimmt, ohne zuvor Ammoniumionen durch Wasserdampf-
destillation zu entfernen. Die Menge an NH} wurde in einem zweiten Ansatz mit Dichlor-
isocyanurat und Salizylat nach DEV E 5 [18] bestimmt. Ninhydrin und Nesslers Reagenz
hatten sich als ungeeignet zur selektiven Bestimmung von Ammonium erwiesen, da mit
diesen Reagenzien auch Aminosaduren erfaBt werden. Bei der Bestimmung nach DEV
reagieren Aminosauren nur ganz schwach. Norleucin und Lysin erbrachten in einem
Blindversuch, in einer Konzentration von 10 mg/l N eingesetzt, nur eine scheinbare
Konzentration von 0.4 mg/l bzw. 0.3 mg/l NH#-N. Nach sauerer Hydrolyse wurde erneut
der Gehalt an Ammoniumionen bestimmt. Wie aus Tabelle 23 ersichtlich ist, werden tat-
sachlich Ammoniumionen in betrdchtlichem Umfang wahrend der Hydrolyse gebildet. Als
Konsequenz des oben Gesagten kann festgestellt werden, daB ein erheblicher Anteil der
niedermolekularen stickstoffhaltigen Verbindungen unter den Bedingungen der saueren
Hydrolyse NHf abspalten. Leidner et al. [46] steliten bei der Untersuchung eines kinst-
lichen, biologisch gereinigten Abwassers das gleiche fest.

Als Quellen kommen z. B. Amide und Nukleotide in Frage, die bei der saueren Hydrolyse
in gewissem Umfang auch desaminiert werden (Lonneberg/Kappi [49]).

Tabelie 23. Bildung von Ammonium bei Hydrolyse der

ETM1000
DON + NHi#-N 0.48 % der ETM1000
NH#-N vor Hydrolyse 0.105 %
NHZ#-N nach Hydrolyse 0.345 %

In einer konzentrierten wassrigen Losung der ETM1000 wurden nach Entfernung der
Ammoniumionen die freien Aminogruppen mit Ninhydrin bestimmt. Vor der Hydrolyse
wurden 11 pg/l Aminostickstoff gemessen. Nach sauerer Hydrolyse verdoppelte sich
dieser Wert auf 25 pg/l. Diese Werte sind bereits umgerechnet auf die Konzentration im
Kldranlagenablauf. Rund 10 % des niedermolekularen Anteils des DON kénnen als freie

und gebundene Aminogruppen zugeordnet werden.
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11.1.3 Aminosauren

11.1.31 Aminosaureanalytik mittels Diinnschichtchromatographie

Qualitativ wurde zuné&chst versucht, Aminosiuren mittels Dannschichtchromatographie

nachzuweisen.
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Abbildung 15. Aminosiuren nach zweidimensionaler Trennung: Kieselgel G25HR 1.Dim:
Ammoniak{17%)/Methanol/Chioroform (1/1/2 Vol. T.) 2.Dim: Phenol/Wasser
(75/25 Gew. T.) Detektion mit Ninhydrin. Standards:
1=Phenylalanin, 2=Leucin, 3=Glutaminsiure, 4=Methionin, 5=Serin,
6 =Histidin, 7= Lysin, 8 =Tryptophan, 9=Glycin

Die Inhaltsstoffe eines widssrigen Extraktes der hydrolysierten ETM 1000 wurden mit zwei
verschiedenen FlieBmitteln (Phenol/Wasser 75/25 und Ammoniak/Methanol/Chloroform
1/2/2) auf Kieselgelplatten zusammen mit Vergleichssubstanzen zweidimensional chro-
matographiert. Abbildung 15 zeigt die Trennung von Standard-Aminosauren und des Ex-
trakies. Pro Aminosdure wurden ca. 30 ug aufgetragen. Bei der Probe wurden 3.5 ug
(berechnet als DOC) aufgegeben. Genaue Angaben zum Arbeitsablauf sind in Kapitel
“Liste verwendeter Gerdte und Hilfsmittel” auf Seite 123 beschrieben. Bei der Probe er-
gaben sich neben einem nicht aufgetrennten Areal im Bereich des Startpunktes zwei
Flecke (Rf-Werte: 0.53/0.58 und 0.41/0.45), die jedoch mit keiner der Standardsubstanzen
Ubereinstimmten. Die Tatsache, daB tiberhaupt zwei Flecke erhalten wurden, ist bei der
geringen Auftragsmenge im Vergleich zu der Menge der Standards schon bemerkens-
wert. Das heiBt nicht, daB nur zwei ninhydrinpositive Verbindungen in der ETM1000 vor-
handen sind. Es ist sehr wahrscheinlich, daB pro Fleck mehrere Substanzen vorhanden
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sind. Aber diese zeigen zumindest ein chromatographisch dhnliches Verhalten, das
heiBt, sie sind mdéglicherweise auch strukturell dhnlich. Weiterhin ist damit zu rechnen,
daB einige der mit Ninhydrin nachweisbaren Verbindungen sich auf der Platte unterhalb
der Nachweisgrenze befinden.

11.1.3.2 Aminosaureanalytik mittels Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie

Zum empfindlicheren Nachweis und um Matrixproblemen zu begegnen, wurden die
Aminoséduren als Dansylderivate chromatographiert. Derivatisierungsvorschrift und Gra-
dientenprogramm sind in Kapitel “Liste verwendeter Gerate und Hilfsmittel” auf Seite 123
beschrieben. Drei Proben (ETM1000, ETM1000a, ETM1000b) wurden hydrolysiert und der
wdéssrige Extrakt der angegebenen Derivatisierung unterworfen. Die dabei gefundenen
Konzentrationen sind im einzeinen im Tabellenanhang in Tabelle 94 auf Seite 167 auf-
gelistet. Die unten aufgefuhrten Konzentrationen stellen Mittelwerte der drei Messungen
dar. Die beobachteten Konzentrationsschwankungen in den drei Proben sind z. T. be-
trachtlich (Faktor 10 bis 100), die Zusammensetzung des Aminos3durespektrums ist nicht
konstant.

im einzelnen wurden in der ETM1000 folgende Aminosauren gefunden (Ergebnisse um-

gerechnet in nmol Aminosadure pro Liter Ablauf)

Alanin 235 nmol/l Norleucin/Tryptophan/

a-Aminobuttersdure 30 nmoV/| Phenylalanin

Asparagin . 127 nmol/l - (ber. als Norleucin) 13 nmol/I

gspara:gl;\saure/glut.gmu; 71 nmol/l Lysin 4 nmol/l
er. als Asparaginsdure o

Cystein 65 nmol/| Met'hlonm 14 nmol/I

Gl)/Cin 148 nmol/l Serin 114 nmol/|

Histidin 36 nmol/I Thyrosin 31 nmol/l

Leucin/i-Leucin 31 nmol/l Valin 25 nmol/l

Einige Aminosduren waren nicht eindeutig von anderen zu trennen (z. B. Leucin/i-Leu-
cin). In diesen Fallen sind Konzentrationsangaben als Summe der aufgefthrien Amino-
sduren zu verstehen.

Abbiidung 16 auf Seite 83 zeigt exemplarisch das Chromatogramm einer Probe. zu Be-
ginn der Chromatogramms sind mehrere intensive Peaks zu erkennen. Zum Teil handelt
es sich um Inhaltsstoffe der jeweiligen Probe, zum anderen aber auch um Nebenprodukte
der Derivatisierungsreaktion. Beim letzten Peak dieser Gruppe handelt es sich um Dan-
sylhydroxid.

innerhalb des Bereiches, in denen Aminosduren eluieren (10 Min. bis Chromatogramm-
ende), waren auch Peaks zu beobachten, die nicht zuzuordnen waren. Die zugeordneten
Anteile im angesprochenen Chromatogrammbereich waren in den drei Versuchen 41, 42
und 26 Prozent (bezogen auf die Anzahl der Peaks) und 20, 17, 20 Prozent bezogen auf
die Flachen der Peaks. Die Diskrepanz zwischen zugeordneten Peaks und Fldchen beruht
primar darauf, daB ein intensiver Peak bei 72 Minuten keiner der verwendeten Stan-

dard-Aminosduren zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 16. HPLC von Dansylaminosiduren in der ETM1000: Gradientenprogramm und
Detektion mittels UV,s, Auflistung der Arbeitsbedingungen, Retentionszeiten
und Responsfaktoren in Kapitel “Liste verwendeter Geréte und Hilfsmittel”
auf Seite 123

Bei einem Gehalt von 3.3 % organischem Kohienstoff in der ETM1000 hatte der Amino-
saure-Kohlenstoff einen Anteil am TOC von 2.2 %

Der Gehalt an organischem Stickstoff lag bei 0.38 %. Daraus errechnet sich, daB Amino-
saduren in freier und gebundener Form mit 4.1 % am DON beteiligt waren.

11.1.4 Bestimmung von Kernbasen mittels HPLC

Da die Biomasse in Belebungsbecken hauptsédchiich aus Bakterien besteht, und diese
wiederum einen hohen Anteil RNA besitzen, darf man unter den organischen Inhalts-
stoffen eines Bio-Ablaufes auch RNA-Bestandteile vermuten. Von drei Klaranlagen wur-
den Proben gezogen. In 100-fach aufkonzentrierten Ablauf-Prédparaten, sowie 40-fach
aufkonzentrierten Hydrolysaten der Ablauf-Prdparate wurde nach Kernbasen, den cha-
rakteristischen Bestandteilen der RNA, gésucht. Die Wiederfindung nach Zugabe von
Standards lag bei 90 %. In Abbildung 17 auf Seite 84 ist die chromatographische Tren-
nung von Standard-Kernbasen dargestellt und -exemplarisch- die Trennung einer hydro-
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lysierten Ablauf-Fraktion auf einer RP18-Saule mit Phosphat-Puffer Methanol Gradient
(beschrieben bei Zakaria und Brown [86]).
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Abbildung 17. Trennung von Kernbasen (Standard und Probe): Trennung auf RP-18 und
Gradientenelution. Detektion bei 254 nm. Standards links, Probe rechts.
Konzentration der Standards je 10 mg/l. Der Probe wurden 5 mg/! Nitrouracil
als innerer Standard zugesetzt.

in allen Chromatogrammen waren die erhaltenen Peaks wenig intensiv. Guanin und
Thymin konnten bei Aufstockungsversuchen nicht getrennt werden. Rickgerechnet auf
die Originalkonzentration ergab sich fir die untersuchten Kernbasen ein Konzentra-
tionsbereich zwischen 1 und 10 pg/l. Eine genhauere Konzentrationsangabe ist angesichts
der Tatsache, daB die Konzentrationen im Bereich der Bestimmungsgrenze lagen, nicht
sinnvoll.

Zusammenfassung der Ergebnisse: Stickstoffhaltige Verbindungen mit einer molaren
Masse <1000 Dalton wurden im biologisch gereinigten Abwasser einer kommunalen
Klaranlage untersucht. Der gesamie organisch gebundene Stickstoff in diesem Massen-
bereich lag bei 0.3 mg/| DON. Aminogruppen hatten daran einen Anteil von 10 %. 40 %
der Aminogruppen waren Aminosduren zuzuordnen. Etwa 10 % sind auf Kernbasen an-
zurechnen, die ebenfalis Aminogruppen besitzen. 50 % des Aminostickstoffs bleiben
danach unidentifiziert. Mogliche Quellen sind biogene Amine, die beispielsweise beim
Abbau von Aminosduren gebildet werden und Hexosamine, die Strukturbestandteile von
Bakterien sind. Von den Gbrigen 90 % des DON kénnen ca. § % dem heterocyclisch ge-
bundenen Stickstoff der untersuchten Kernbasen zugeordnet werden. Ein groBer Anteil
des gesamten organisch gebundenen Stickstoffs gehoért nicht zu den bestimmten Ver-
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bindungen. Eine summarische MeBgréBe “Heterocyclen” konnte nicht ermitteit werden.
Méglicherweise tragen Metabolite aus dem Porphyrin-Abbau (Blut-, Gallen- und Blatt-
farbstoffe) wesentliche Anteile zur Stickstoffbilanz bei. Auch an Schiffsche Basen (Imino-
Gruppen), die zum Beispiel bei der Reaktion von Aminosduren und Kohlenhydraten ge-
bildet werden, ist zu denken.

11.2 Versuch zur Bestimmung des organischen Schwefelanteils

Der organisch gebundene Schwefel (DOS) wurde nach Hochtemperaturpyrolyse im Sau-
erstoffstrom bestimmt.

Diese Bestimmung wurde mit der ETM1000 durchgefihrt. Weiterhin auch mit einem ge-
trockneten wdéssrigen Extrakt der ETM1000 und mit ETM1000, die mit Bariumhydroxid
versetzt wurde, um die Miterfassung von Schwermetallsulfaten zu verhindern.

In allen drei Fallen war kein Schwefel nachweisbar, das heiBt, der organische Schwefel-
anteil der Probe lag unter der Nachweisgrenze von 0.1 % bezogen auf die ETM1000. Be-
zlglich des Verhaltnisses von DOC zu organischem Schwefel kann nur gesagt werden,
daB es gréBer als 25 ist. Es ist zu vermuten, daB in den hohermolekularen Bereichen der
organischen Bestandteile von Kldranlagenabldufen mehr Schwefel zu finden ist, denn
Link [48] fand in hochmolekularen Préparaten zwischen 1 % und 3 % organisch gebun-
denen Schwefel und ein DOS/DOC-Verhiltnis von 1 zu 20. Schnitzler et al. [73] haben in
Rheinwasser die summarische MeBgréBe “absorbierbarer organisch gebundener
Schwefel” (AOS) bestimmt. Bei Werten von 70 uyg/l AOS und ca. 3 mg/i DOC ergibt sich
daraus ein DOC/AOS-Verhilinis von 43. Es wurden keine Daten beziglich des Verhéit-
nisses AOS/DOS gefunden, so daB das oben angefiihrte Verhdltnis von 43 lediglich als
Anhaltspunkt dienen kann und keinen direkten Vergleich mit dem von mir bestimmten
Verhéltnis > 25 erlaubt.

11.3 Untersuchungen zum Tensidanteil mittels summarischer MeBBgroBen

11.3.1 Bestimmung methylenblau-aktiver Substanzen (MBAS)

Anionische grenzflichenaktive Stoffe bilden mit Methylenblau einen chloroformiéslichen
Komplex. Tensidmetabolite, die diese Eigenschaft verloren haben, werden mit dieser
Methode nicht erfaBt. Die Auswertung erfolgt durch Messung der Farbintensitidt des
Chloroformextraktes und Vergieich mit einer Eichkurve, die mit der Eichsubstanz Dode-
cylbenzolsulfonsdure aufgestellt wurde.

In der ETM1000 wurden 0.028 % MBAS gefunden. Dies entspricht 0.52 % des DOC, wenn
der C-Gehalt der Eichsubstanz zugrunde gelegt wird.

Die Menge der Methylenblau-aktiven Substanzen der ETM1000 (Ablauf Kildranlage Leo-
poldshafen) entspricht einer Konzentration im Originalablauf von 0.05 mg/l. Die Konzen-
tration der MBAS zweier weiterer biologisch gereinigter Abwéasser (Neureut: 0.24 mg/|
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und Heidelberg: <0.2 mg/l - Daten von den entsprechenden Klarwerksverwaltungen)
liegen in der gleichen GréBenordnung.

Nach Saurehydrolyse stieg der Anteil auf 0.9 % an. Diese Erhohung war zu erwarten, da
durch die Hydrolyse Esterbindungen gespalten und freie Sduregruppen gebildet werden,
die wiederum zur Bildung des Methylenblaukomplexes beitragen.

Die mit dieser Methode erfaBten Stoffe brauchen nicht notwendigerweise anthropogenen
Ursprungs zu sein (waschaktive Substanzen). Manche Steroid-Verbindungen und lang-
kettige Carbonséauren, die beide auch mikrobiell gebildet werden, reagieren mit Methy-
lenblau. Hellmann [34] S.129ff., [35] konnte dies bei seinen Untersuchungen dber die
Tensidanalytik in FluB- und Abwéssern zeigen.

41.3.2 Bismut-aktive Substanzen

Nach der Methode DEV H 23 [18] kann man nichtionische Tenside durch Faliung mit
Dragendorffschem Reagenz bestimmen.

Nichtionische Tenside sollten durch die Aufarbeitungsschritte bis zur ETM1000 nicht in
wesentlichem Umfang abgetrennt werden, und maBten somit in dieser Trockenmasse
nachweisbar sein. Bei einem Einsatz von bis zu 320 mg ETM1000 konnten keine nichtio-
nischen Tenside nachgewiesen werden. Daraus errechnet sich, eine Konzentration an
nichtionischen Tensiden von weniger als 0.02 mg/l im untersuchten Abwasser.

Dieses Ergebnis war etwas berraschend, weil nach Auswertung von Literaturdaten zum
Vorkommen von nichtionischen Tensiden in Kldranlagenabldufen (Kapitel * 2. In Kldran-
lagenabldufen bisher identifizierte Verbindungen” auf Seite 5) ein Konzentrationsbereich
von 0.02 mg/l bis 0.07 mg/l nichtionische Tenside zu erwarten war. Die DEV-Methode ist
fur nichtionische Tenside ab einer Kettenlange von vier Ethylenoxid-Einheiten anwend-
bar. Die durchschnittliche Kettenldange von Handelstensiden liegt bei 10 EO-Einheiten.
Giger [26] bestimmte die Verteilung der Kettenldange der nichtionischen Tenside in bio-
logisch gereinigtem Abwasser. Er zeigte, daB ein ausgeprigtes Maximum bei ein bis
zwei EO-Einheiten pro Tensidmolekil zu finden ist. Diese wiirde man mit der DEV-Me-
thode nicht erfassen,

11.4 Untersuchungen zum Kohlenhydratanteil

11.41 Photometrische Bestimmung mit Anthron

Auf dem Gebiet der Abwasseranalytik wird zur Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate
hauptsachlich die Farbreaktion mit Anthron und anschlieBende Photometrie verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach einer Vorschrift von Conroy (zitiert in [55] S. 72)
gearbeitet, bei der die Farbreaktion in 80 %iger Schwefelsdure nach Erwdrmung im
Wasserbad ablauft. Die Aufstellung der Eichkurven erfolgte mit der Hexose Glucose und
der Pentose Xylose. Fir Xylose wurde eine wesentlich steilere Eichkurve erhalten als fur



- 87 -

Gilucose. Arbeitsvorschrift und Eichkurve sind in Kapitel “Liste verwendeter Geridte und
Hilfsmittel” auf Seite 123 aufgefuhrt. Die Nachweisgrenze lag fur Hexosen bei 1.5 mg/I
und fur Pentosen bei 10 mg/l.

Die elektrodialysierte Trockenmasse wurde direkt mit dem Reagenz versetzt und nach
Ablauf der Reaktionszeit unlosliche Feststoffreste abfiltriert (Teflonfilter). Wird die an-
schlieBend gemessene Extinktion bei 627 nm als Hexosen berechnet, so betragt der
Kohlenhydratgehalt der ETM1000 0.27 %. Fir die Berechnung als Pentosen ergeben sich
2.1 %. Bei einem Anteil von 4 % Kohlenstoff in der zur Untersuchung verwendeten
ETM1000 und 40 % Kohlenstoff in den Kohlenhydraten errechnet sich der Anteil der
Kohienhydrate am ETM1000-Kohlenstoff zu 2.7 % {ber. als Hexosen) bzw. 20.8 % (ber.
als Pentosen).

Aufgrund der groBen Diskrepanz der Ergebnisse bei der Verwendung unterschiedlicher
Eich-Kohlenhydrate und den negativen Ergebnissen bei den unten beschriebenen quali-
tativen Bestimmungen einzeiner Kohlenhydrate wurde die Reaktion von Kohlenhydraten
mit Anthron ndher betrachtet.
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Abbildung 18. Verlauf der Farbentwicklung fiir die Reaktion von Anthron mit Glucose und
Xylose: Giucose und Xylose wurden stellveriretend fiir Hexosen und Pen-
tosen ausgewahit.

UV/VIS-Spektren, zu verschiedenen Zeiten wahrend der Gesamitreaktionsdauer von 12
Minuten aufgenommen, zeigten, daB die Hexose-Reaktionsprodukte bei 625 nm das
Hauptmaximum (blau-grine Farbe) aufweisen. Dieses nimmt widhrend der Erwarmung
der Reaktionsmischung an Intensitdt langsam zu. Bei Pentosen hingegen bildet sich die
blau-grine Farbe sehr schnell, um dann langsam wieder abzunehmen. Die Lésung farbt
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sich dann gelb, und ein Absorptionsmaximum bei 464 nm wachst heran. Hexosamine
verhalten sich wie Hexosen, die Methylpentose Fucose verhélt sich wie Pentosen,
ebenso der als Triose aufzufassende Glycerinaldehyd. Uronsduren reagieren fast nicht

unter den angegebenen Reaktionsbedingungen.

Das Spektrum der Reaktionsprodukte der ETM 1000 mit Anthron ist in Abbildung 19 dar-
gestellt. Abgebildet ist ebenfalls das als “Blindwert” anzusehende Spektrum zu Beginn
der Reaktion. Die Anwesenheit von Kohlenhydraten 148t sich aus diesem Spektrum nicht
belegen. Das Spektrum der Probe nach 12 Minuten ist zwar als Uberlagerung von Hexo-
sen- und Pentosen-Spektren diskutierbar, doch ist das nicht beweisbar. Man muB sich
vielmehr die Frage stellen, ob nicht auch andere Verbindungen mit Anthron reagieren.
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Abbildung 19. UV/VIS-Spektrum der Reaktionsprodukte von Anthron und ETM1000

Dafur gibt es mehrere Anhaltspunkte:

Es werden in der Literatur wesentlich hohere Werte fir die MeBgréB8e. “Gesamtkoh-
lenhydrate” in biologisch gereinigtem Abwasser referiert, als fur einzelne Kohlen-
hydrate.

in eigenen Versuchen war festzustellen, daB die Menge der anthronpositiven Sub-
stanzen bei der Elektrodialyse erheblich reduziert wurde (2.2 mg/l vor, <1.5 mg/l
nach ED), obwohl nachweislich weder einfache Zucker noch Uronsduren in nen-
nenswertem Umfang durch die Elekirodialyse entfernt werden.

Kohlenhydrate werden durch die Schwefelsdure des Reagenzes zu Furanen oxidiert.
Diese reagieren mit Anthron zu gefarbten Verbindungen [36]. Es ist daher zu er-
warten, daB auBer Kohlenhydraten auch Substanzen, die von vornherein furanoide
Strukturen besitzen, als anthronpositive Verbindungen erfaBBt werden.
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Aus der Spannweite der Ergebniswerte und unter Berlucksichtigung der Tatsache, daB
auch andere Verbindungen mit Anthron reagieren, muB geschlossen werden, daB die
MeBgroBe “Anthron-positive Substanzen” nicht pauschal in “Gesamtkohlenhydrate” um-
benannt werden darf. Vieimehr bedarf es dazu weiterer Untersuchungen, bei denen die
Kohlenhydrate selektiv bestimmt werden. Als Bestimmungsverfahren wurden zwei chro-
matographische Techniken untersucht, die im folgenden beschrieben sind.

11.4.2 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Es wurde die Dinnschichtchromatographie auf Kieselgel mit Acetonitril/Wasser als
FlieBmittel angewendet und mit Diphenylamin/Anilin-Sprithreagenz detektiert. Neben
dem Rf-Wert ist dabei noch eine gruppenspezifische Farbung fur Hexosen und Pentosen
zu erhalten. In Abbildung 20 sind die Chromatogramme von Standards und Probenauf-
arbeitungen abgebildet. Zur Arbeitsvorschrift vgl. “Liste verwendeter Gerédte und
Hilfsmittel” auf Seite 123. Man erkennt, das die Trennung der Standards gut gelingt.

STARCARDS PRUBE (Sussension) FROBZ (gelost)

! r—_ |
| ?
! . .
FieBmile!- gﬂin\
{?o’/i# — wa{e‘r‘j’ = Fen
w‘o/eh‘/gbvun vicked o
violeft wokel < i ;
violett - ot = mg reu rQu
vidett < §ov 0 e O g |
gmU v O
Grov 0 violet!
hellvlau bo
‘] SHYLIZ ey i helbraun fgiifgu gelbbraun
|  leef T YT Y el
I
7 2 3 ‘r‘ 5 6 ? S 1 nizcat nyd. hyareiysizrt ,_.! Lf—rh—t——hxd————-‘h—w; —

Abbildung 20. Dinnschichtchromatographische Trennung von Kohlenhydraten: Sil-G25-
F254-Platten 3x eniwickelt mit Acetonitril/Wasser (85/15) Sprithreagenz:
Anilin/Diphenylamin  Standards: 1=Ribose-5-Phosphat, 2 =Desoxiribose,
3=Raffinose, 4=Mischung aus 1-3 und 5-8, 5=N-Acetylneuraminséaure,
6 =N-Acetyiglucosamin, 7=Hydroximethylfurfural, 8 =N-Acetylmuraminsau-
re. (Nachweisgrenze ca. 2 pyg/Kohlenhydrat)

Mit wiassrigen Extrakten der ETM1000 konnten auf diese Weise keine Flecke auf den
Platten beobachtet werden. Auftragsmengen erreichten dabei 80 pg organische Sub-
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stanz. Daraus ist zu schilieBen, daB einzelne Kohilenhydrate jeweils weniger als 2.5 %
Anteil an der organischen Substanz haben. Der Einsatz gréBerer Extraktmengen oder
konzentrierterer Ldsungen fihrte zum Verschmieren der chromatographischen Tren-
nung. Die Hydrolyse der ETM1000 brachte keine Verbesserung.

Die Nachweisgrenze dieser Methode (2 pyg pro Kohlenhydrat) reichte also nicht aus, um
in der Probe einzelne Kohlenhydrate zu identifizieren.

11.4.3 Untersuchungen mittels Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie

Eine hochleistungs-flussigkeitschromatographische Methode, die auch in der Lage ist,
Triosen und Tetrosen aufzutrennen, wurde angewendet (Trennbedingungen vgl. Kapitel
“Liste verwendeter Gerdte und Hilfsmittel” auf Seite 123). Zur Detektion waren simultan
ein Brechungsindex-Detektor, sowie ein UV-Detektor (A= 190 nm) eingesetzt. Damit wur-
de die Sicherheit der identifizierung verbessert. insbesondere sind Fehlinterpretationen
bei Verwendung eines UV-Detektors leichter leichter zu vermeiden. In Abbildung 21 sind
Chromatogramme von Standards (Verbindungen mit Hydroxylgruppen) und von einem
wiassrigen Extrakt der ETM 1000 abgebildet.
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Abbildung 21. Chromatogramm einzelner Kohlenhydrate mit RI/UV190-Detektion (Standards

und Probe): Links Brechungsindex als Detektionsmethode, rechts UV-De-
tektor Saule: Nucleosil-5-NH2 (200x4) + Vorsdule SI100 30 um (30x4)
Acetonitril/Wasser 80/20 (v/v) 1 ml/min. Im oberen Chromatogramm wurden
Standards getrennt. Unten ist die Trennung eines wassrigen Extraktes der
ETM1000 dargestellt. Elutionsreihenfoige der Standards: Butanol{1), Wasser,
Glycerin, Glycerinaldehyd, Xylose, Glucose, Maltose.
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Die Nachweisgrenze fur dieses Verfahren liegt bei 4 pyg (UV) und 4 ug (R!) jeweils mit
Xylose gemessen. Unter Einsatz einer 100 yl-Probenschleife wird so eine Nachweis-
grenze von 40 mg/l erreicht.

Bei den Standards ist eine gute Ubereinstimmung der beiden Detektorsignale zu erken-
nen. Bei der Probe hingegen wird ein intensives Signal bei der UV-Detektion erhalten,
dem sehr geringe Signalintensitdten des Brechungsindex-Detektors gegeniliberstehen.
Allein bei der Verwendung eines UV-Detektors hétte man auf die Anwesenheit von Koh-
lenhydraten schlieBen kénnen, entsprechende Signale des Ri-Detektors waren jedoch
nicht zu beobachten. Deren schwache Signale bei UV-Detektion werden offenbar von
anderen Verbindungen véllig uberlagert.

Daraus ist zu schlieBen, daB Kohlenhydrate in der ETM1000 trotz Anthron-positiver Re-
aktion mit spezifischeren Methoden nicht nachgewiesen werden konnten.
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12. Kopplung von chromatographischen und spektroskopischen Methoden

Die vorausgegangenen Versuche mit pauschalen MeBgroBen hatten ergeben, da8 zu-
mindest bei der untersuchten ETM1000 keine belastbare ldentifizierung organischer In-
haltsstoffe moglich war. Echte |dentifizierungen gelangen nur bei Aminosduren und
Kernbasen unter Verwendung fllissigkeitschromatographischer Methoden. Die Identifi-
zierungen gelangen durch die Verwendung von Standards und Vergleich der Reten-
tionszeiten oder Aufstockungen. Diese Vorgehensweise ist sehr zeitaufwendig und liefert
im Prinzip immer nur Informationen tber die An- oder Abwesenheit bekannter (d. h. als
Standards vorhandener) Stoffe.

In diesem Kapitel sollen Versuche beschrieben werden, Identifikationen mittels spektro-
skopischer Methoden zu erhalten. Angewendet wurde die Kopplung von chromatogra-
phischer Trennung und spekiroskopischer Untersuchung, weil diese Anordnung fur die
erwartete Vielzahl von Verbindungen in geringer Konzentration ginstiger ist als die ge-
trennte {solierung und Spektroskopie der inhaltsstoffe.

Die Mehrzah!l der hier untersuchten Stoffe ist nicht flichtig, deshalb wurde neben der
bereits weiter verbreiteten Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektroskopie
auch die flissigkeitschromatographische Trennung in Verbindung mit Massenspektros-
kopie und Infrarotspekiroskopie untersucht. Ergebnisse hierzu sind im zweiten Teil die-
ses Kapitels zusammengestellt.

12.1 lIdentifizierung von Inhaltsstoffen der ETM1000 mittels
Gaschromatographie und Massenspektroskopie

Mit der Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometer konnten bisher in
FluB- und Trinkwasser eine Fiille von Substanzidentifizierungen erreicht werden. Bei-
spielsweise haben Coleman et al. [16] auf diese Weise in einem Trinkwasserpréparat
rund 460 Verbindungen nachgewiesen. Fiir Abwasser gibt es wesentlich weniger Ergeb-
nisse, insbesondere ist auf die Arbeiten von Legube und Doré [44] und von Ellis et al.
[21] hinzuweisen. Auf diese Arbeiten wird nachstehend im Vergleich mit eigenen Er-
gebnissen eingegangen.

Versuche zur Trennung und ldentifizierung von organischen Inhaltsstoffen niederer mo-
larer Masse in biologisch gereinigtem Abwasser wurden ausgehend von der ETM1000
(zur Gewinnung vgl. Kapitel “ 7. Gewinnung einer groBen Menge niedermolekularer In-
haltsstoffe (ETM1000)” auf Seite 55) durchgefihrt,

In ersten Versuchen wurde die ETM1000 extrahiert mit Petrolether, Diethylether und Me-
thanol. Lediglich in Methanol war ein substantieller Anteil (ca. 70 %) der organischen
Inhaltsstoffe ioslich (vgl. hierzu auch Kapitel “ 8. Weitere Abtrennung organischer Stoffe
von der anorganischen Matrix” auf Seite 57).
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Bei den Untersuchungen der Extrakte ohne vorherige Derivatisierung lieBen sich anhand
des Vergleiches mit Referenz-Massenspektren die in Tabelle 24aufgefiihrten Verbindun-
gen identifizieren. Insgesamt waren 16 Verbindungen zu erkennen, wobei Uberraschen-
derweise der Petrolether-Extrakt und der Methanol-Extrakt gleichviel Identifizierungen
ergaben, wenn auch nicht in allen Fallen dieselben. Erwartet worden war, daB im Petro-
lether-Extrakt vor allem unpolare Verbindungen und im Methanol-Extrakt eher polare
Verbindungen auftreten. Bei den identifizierten Verbindungen ohne Derivatisierung war
dies nicht so. Auffallend ist, daB im Gaschromatogramm des Diethylether-Extraktes
Oberhaupt nur vier Peaks als Probeninhaltsstoffe identifiziert werden konnten.

im methanolischen Extrakt wurden Verbindungen gefunden, die eigentlich auch in Die-
thylether und Petrolether l8slich sind, dort aber nicht nachgewiesen werden konnten.
Ursache hierfir kénnte die bessere Benetzbarkeit der gefriergetrockneten Probe mit
Methanol! sein. Bei den nachgewiesenen Verbindungen handelt es sich um Paraffine, ei-
nen langkettigen Alkohol, BHT und sein Oxidationsprodukt Di-tert.-Butylchinon, einen
Phthalsdureester, sowie Nonylphenol.

Tabelle 24. Mittels GC-MS ohne Derivatisierung identifizierte Verbindungen: In verschie-
denen Extrakten der ETM1000 nachgewiesene Verbindungen. Chromatogr. Bed.:
DB-5, 25 m, 5 min. iso bei 50 °C, dann mit 3 °C/min. auf 275 °C

Verbindung Petrolether- Diethylether- Methanol-
Extrakt Extrakt Extrakt

1-Hexadecanol X X X
2,6,10,18-Tetramethylheptadecan X
2-Methyldodecan X
5-Methylundecan X
5-Octadecan X X X
10-Methyleicosan X
C1sHas X
CazHss
CazHe2
CssH72
Cyclodecan X
Di-tert.-butylhydroxitoluol (BHT) X X
Di-tert.-butylchinon X
Heptadecan X
Nonylphenol X
Phthalsdure- _ X X

di-isooctylester
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Insgesamt gesehen ergab die direkte Untersuchung der Extrakte Gberraschend wenig
Identifizierungen. Es fehien unter anderem hydroxylierte Verbindungen und Sauren, die
nach der biologischen Oxidation von Abwasser im Belebungsbecken erwartet wurden.

Eine Ursache des Nichtiindens derartiger Verbindungen - und iberhaupt von mehr Ver-
bindungen - 188t sich bei genauerer Betrachtung des Gaschromatogramms des Metha-
nolextraktes erkennen. Abbildung 22 zeigt dieses Chromatogramm. Neben einigen sehr
kleinen Peaks ist ein prominenter Peak bei einer Retentionszeit von 46 Minuten zu er-
kennen. Das im gleichen Bild unterhalb des Chromatogramms dargestelite Massen-
spektrum dieses Peaks zeigt eine groBe Zahl von Massen. Es ist anzunehmen, daB es
sich dabei um ein Mischmassenspekirum mehrerer gleichzeitig eluierter Verbindungen

handelt.
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Abbildung 22. GC des Methanolextraktes und Massenspektrum des Hauptpeaks: Oben
Chromatogramm des underivatisierien Methanol-Extraktes auf DB-5. Unten
Massenspektrum an der Peakspitze aufgenommen. Massenspektren an den
Flanken (durch Pfeile gekennzeichnet) unterschieden sich nicht signifikant

vom Spektrum im Maximum.

Der Peak erscheint im Chromatogramm bei einer hohen Retentionszeit. Es handelt sich
also um eine oder mehrere Verbindungen, die entweder aufgrund einer hohen molaren
Masse oder aufgrund héherer Polaritdt schwer fluchtig sind. Dariber hinaus ist zu ver-
muten, daB eine Reihe von extrahierten Verbindungen aufgrund mangeinder Fiichtigkeit
gar nicht erst im Gaschromatogramm vauftauc'hen.

Massenspektren, die an den Flanken des Peaks aufgenommen wurden. zeigten diesel-
ben Massen, die auch im Massenspekirum an der Peakspitze beobachtet wurden. Dies
bedeutet zwar noch nicht, daB es sich um eine einzige Verbindung handelt, aber man
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kann vermuten, daB es sich um strukturell dhnliche Verbindungen handelt, zumal auch
das chromatographische Verhalten dhnlich ist. Eine Variierung der chromatographischen
Parameter ergab keine Verbesserung der Trennung.

Eine wesentiiche Verbesserung der gaschromatographischen Trennung lieB sich nach
Derivatisierung erwarten und wurde durch Methylierung mit Diazomethan auch erreicht.
Dazu wurde der wissrige Extrakt der ETM1000 iber eine Kieselgelsdule gereinigt (vgl.
Kapitel * 8. Weitere Abtrennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix” auf
Seite 57), erneut getrocknet, die Trockenmasse mit Diazomethan in etherischer Lésung
derivatisiert und in Methanol/Dichlormethan (1+ 1) aufgenommen. in Abbildung 23 ist
beispielhaft ein Chromatogramm einer solchen Aufarbeitung dargestellt. Man erkennt,
daB weit mehr Peaks auftreten als in dem Chromatogramm der underivatisierten Probe,
und daB der prominente Peak bei 46 Minuten verschwunden ist.
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Abbildung 23. Chromatogramm'einer derivatisierten Probenfraktion: Methanolischer Ex-
trakt nach Reinigung iber Kieselge! und Derivatisierung mit Diazomethan
auf DB-5 getrennt. Identifizierte Verbindungen durch Pfeile markieni.

Die |dentifizierung erfolgte Gber Spektrenvergleich mit Datenbankspektren. Als identifi-
ziert gelten hierbei Peaks, deren Spektren zu mindestens 80 % mit dem Referenzspek-
trum Obereinstimmen, und deren Peakreinheit mindestens 35 % betragt. In erheblichem
Umfang wurden in der Probe auch Siloxane nachgewiesen, die jedoch wahrscheinlich
durch die Methylierung loslicher Polykieselsduren entstanden sind und aus diesem
Grund nicht als origindre organische Probenbestandteile angesehen werden kénnen.
Samtliche, in der derivatisierten und nicht derivatisierten Probe identifizierten Verbin-
dungen sind in Tabelle 25 auf Seite 97 aufgefuhrt. In den Spalten zwei und drei dieser
Tabelle sind zusatzlich Ergebnisse anderer Autoren aufgelistet. Insgesamt konnten in der
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vorliegenden Untersuchung 72 Verbindungen mittels GC-MS-Kopplung identifiziert wer-
den. Unter Einbeziehung der beiden Literaturstelien fihrt die Liste 169 Verbindungen auf,
die in biologisch gereinigtem Abwasser identifiziert wurden.

Es ist darauf hinzuweisen, daB die Liste nur die mittels GC-MS-Kopplung identifizierten
Verbindungen enthilt. In dieser Arbeit wurden daruberhinaus noch Aminosiuren und
Kernbasen (vgl. Kapitel * 11. Untersuchung definierter Stoffgruppen” auf Seite 77) be-
stimmt. Literaturdaten iber weitere Einzelverbindungen wurden in Kapitel “ 2. In Klar-
anlagenablaufen bisher identifizierte Verbindungen” auf Seite 5 bereits angegeben.

In der folgenden Aufstellung sind die eigenen Befunde (in Spalte 1) den Ergebnissen von
Legube [44](in Spalte 2) und Eliis [21] (in Spalte 3) gegeniibergestelit. Auf die Auflistung
identifizierter chlorierter Kohlenwasserstoffe wurde hierbei verzichtet. Deren Anwesen-
heit in gereinigtem Abwasser ist aufgrund der intensiven Forschungsarbeit der letzten
Jahre bekannt. Legube fand aus dieser Gruppe 9 Verbindungen, Ellis fand 6.

Tabelle 25. Mittels GC-MS-Kopplung identifizierte Verbindungen:
1=Ergebnisse dieser Arbeit 2=Ergebnisse von lLegube und Doré [44]
3=Ergebnisse von Ellis et al. [21]

Substanznamen 1 2 3 Substanznamen 1 2 3

1. Aliphatische Kohlenwasserstoffe

C6H14 X 3-Methylpentan X
C9H18 X Cyc lohexan X
C10H16 X 2,2,4 Trimethylpentan X
Ci1H24 X 3,3 Dimethylhexan X
C14H28 X Cyclodecan X
C18H36 X 2,3,5-Trimethyloctan X
C20H40 X 5-Methy lundecan X
C24H4L6 X 2-Methyldodecan X
C26H54 X 2,5 Dimethy!tetradecan X
C27H56 X Heptadecan X
C32H62 X 2,6,10,18 Heptamethyidecan X
C32H66 X 10~Methyleicosan X
C36H72 X 5~0ctadecan X

2. Aromatische Kohlenwasserstoffe

Toluo! X X Propylbenzol X
Dimethyibenzol X Divinylbenzol X
Ethylbenzol X Naphthalin X X
Styrol X Methylnaphthalin X
3.Ether
Di~(1~Methy!, 2-Hydroxi=- X Dimethyldioxan X
propyl}ether 2,4-Diethyt,-3,5-Di~ X
1,3-Dioxalan X methy!l,-4,6~Dihydro~-
Tetraethylienglycol- X furan

dimethyiether 2-Pentenylfuran X
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Substanznamen 2 3 Substanznamen 2
4, Aldehyde, Ketone
Di~-tert.butyichinon X 2~-Methylipentenal
Benzophenon X 3-Methyl-2-Butenal
Benzaldehyd, 4-Methyloxim Dimethoxiacetophenon X
Benzaldehyd X X Hydroxi-Methoxiaceto~ X
2-Methy|-2-Butenal phenon
Zimtaldehyd X 1~H=Pyrroi-2,5-Dion
1-(2H)-Naphthatlinon-3,4~ -3-Ethyl, ~4=-Methyl
Dihydro, =-5,8-Dimethyl 2=-Furfural X
L-Ethylacetophenon X S5-Methoxifurfural X
5. Carbons3duren und Ester
Benzoltriacetat X Hydroxifumarsauredi -
Diethyiphthalat X methylester
Phthaisdure -butyl 3,3-Dimethyl~3-Phenyl-~ X
-2-Methylpropylester propionsidure
Dibutylphthalat X X Benzoesduremethylester X
Phthalsdurediisooctyi~ Furandicarbonsdure=-
ester dimethylester
Propyibenzylisobutyl~- X L4-sopropylbenzoe~ X
ester sdure
FumarsBuredimethylester Hydroxi-Butandicarbon=-
Dimethy|benzoesdure- X sduredimethylester
methylester 2,4~Hexandiendicarbon~
Decandicarbonsdure- sauredimethylester
dimethylester Mandelsduremethy!- X
Methoximethy ibenzoe~ X ester
sauremethylester Laurinsduremethylester X
Diethoxiessigsdure- Myristinsduremethylester X
ethylester Paimitinsduremethylester X
Methylphthalsdure- X Margarinsdauremethylester X
dibutylester Stearinsduremethylester X
1-H-Pyrrol!=-2~Carbonsidure- Paimitinsdureethylester X
ethylester Paimitinsdure-n-octyi- X
5-Phenylpentansadure X ester
Phenylpropionsaure- X 16~-Methy lheptadecan~ X
methylester saure
Phthalsdurediethy!l~- X 13~Methylpentadecan- X
hexylester saure
Phthalsduredimethyl- X Brenztraubensaure- X
ester methyliester
Phthaisduredioctyl~- X Apfelsdure~- X
ester dimethylester
2,4,5-Trimethylbenzoe- X 11~Hexadecensaure-~ X
sauremethylester methylester
L-Vinylbenzoesidure- X Methacryisdure X
methylester 9,12~0ctadecadien~ X
Ameisensaure X sdauremethylester
Essigsdure X 9-Octadecaensaure- X
Capronsduremethylester X methylester
Oenanthsaduremethyiester X Ethylenglycoimono~ X
Pelargonsauremethylester X acetat
Caprinsduremethyiester X Mi ichsduremethyi~ X

ester
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Substanznamen 1 2 3 Substanznamen 1 2 3
6. Alkohole, Phenole
Methy ! hexanol 1 X p~Tetramethylbutyi=- X
Heptanol X phenol
Hexadecanol X Nony lphenol X
Phenol X Alpha-Terpineol X
Methylphenol X X 2-Ethoxiethanol X
Al lylphenol X 2,2-Diethoxiethano! X
p~Tert. Amyiphenol X Isopropylethoxiethanol X
3-{1,1-Dimethylethyl)~ X D,L 1,6-Di~Deoxialditol X
phenol -3,4-di~0-Methyl
Methyl-tert.~- X Alio~Inosit X
buty!phenol p~Propoxiphenol X
L-Methyl-2,6-Di-tert.=- X X 5-Methy!~Hydroxiphenol X
butylphenol 1,1-Diethyl~U4~-Methoxi- X
phenol
7. Verbindungen mit Hetero-Atomen
1~H~Imidazol ,~4-Ethano!l~- X N,N-Dimethylbenzol- X
amin,-5-Methyl sulfonamid
Benzothiazol X 2-Methylpyridin X
Acetaminophen X 2,4~Dimethyipyridin X
N,N-Diisopropyi-p~- X 3=Ethylpyridin X
phenylendiamin 2-Diethoximethy!-1H-Imidazo}l X
2-{Methylthio)benzthiazol X L-Pyridincarbonsdure-~ X
Benzolethanotamin, N-Alpha-| X methylester
dimethyl 1-H=~indol X
Benzothiadiazol X 1-H=2-H-2,4-Pyrimidindion- X
N,N~-Dimethyibarbitural X 1,3-Dimethy!
Phosphorsduretrimethyi- X L-Methoxibenzamid X
ester 3~Methylphenylcarbamin- X
N,N-Dimethylphenobarbiton X sauremethylester
L-Cyanobenzoesiure=- X 1-H-lIsoindol-1,3-dion X
L-Methylphenylester 2-Methy!
2~Methy!-8-Chinolin X N,N,4~trimethylbenzoi- X
Phosphoramsduredimethyl- X sulfonamid
ester 2,2-Dimethylpyrrolidin X
Trimethy!tphosphin X ~1~{2-Dimethylamino)-
Trithiopentan X 1,1-Dimethylethoxi=-
2-Thioxo-4-imidazolinon X -2,2-Dimethyi-
1-H-Indoi-3-Essigsaure- X N,4-Dimethylbenzol~ X
ethylester sulfonamid
Benzolsulfonsduremethy!- X 2-Chiorethanolphosphat X
ester 1=H=Purin-2,6~dion X
2~Chiorchinazolin X ~-3,7Dihydro~-,-1,3,7~
h-Methylbenzolsulfonsdure- X trimethyl-
methylester 1-H-indoi-3~Ethanolamin X
Lk-Methylbenzolsulfonsaure- X -N,1-Dimethyl ,~2-tetra-~
ethylester hydrofuranyi-
4-Ethyiheptanamid X 2-H-Hexahydroazepion X
5-Methy theptanamid X L-Methyl|-2~Pyridinamin X

Bemerkenswert ist, daB zwischen den drei Untersuchungen nur vereinzelt Ubereinstim-
mung besteht. Bei der Zusammensetzung‘biologisch gereinigter Abwésser ergeben sich
haufig Unterschiede im Detail, weil die eingetragenen Stoffe, vor allem die schwer ab-
baubaren Stoffe, von Ort zu Ort und auch zu verschiedenen Zeiten sehr unterschiedlich
sein kénnen. Im vorliegenden Fall muB man jedoch vermuten, daB primdr die unter-
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schiedliche Vorgehensweise bei der Aufkonzentrierung fir das unterschiedliche Spek-
trum der identifizierten Verbindungen verantwortlich ist.

Bei den eigenen Untersuchungen wurde ein Aufarbeitungsschema angewendet, das vor
allem auf die méglichst vollstéandige Erfassung der nichtflichtigen Verbindungen ausge-
legt war. Konzentrierungs- und Trocknungsschritte wurden im Vakuum durchgefihrt, da-
bei gingen flichtige Verbindungen weitgehend verloren.

Sowohl Legube als auch Ellis arbeiteten mit der Lésungsmittelextraktion und der Fest-
phasenextraktion (XAD-Harze). Dabei werden flichtige Stoffe erfaBt, aber polare, gut
wasserlosliche Verbindungen gehen zum groBen Teil verloren. Dementsprechend fanden
beide Autoren flichtige Stoffe in gréBerem Umfang. Hingegen wurden in den eigenen
Untersuchungen nur sehr wenig niedrig-siedende organische Verbindungen gefunden,
aber in groBer Zahl polare organische Heteroverbindungen. Uber deren Anwesenheit in
biologisch gereinigtem Abwasser wird hier zum ersten Mal berichtet.

Ein weiterer auffadlliger Aspekt ist, daB nur Legube und Doré Fettsduren bzw. deren Me-
thylester in gréBerem Umfang nachweisen konnten. Fettsduren sind regelmaBig in kom-
~munalem Abwasser zu finden und sollten, da auch deren Abbaurate keinesfalls 100 %
erreicht, auch im gereinigien Abwasser noch nachweisbar sein. Ein Grund fir die ab-
weichenden Befunde der drei Arbeiten in diesem Punkt kann die Leistungsfahigkeit der
biologischen Stufe in Kombination mit der Qualitdt des Rohabwassers sein. Legube und
Doré untersuchten den Ablauf einer Kldranlage, die zum Teil Abwasser aus Schlachte-
reien zu verarbeiten hatte. Diese Abwdsser sind besonders hoch mit Fettsduren belastet.
Ein zweiter Grund fur das Nichtfinden von Fettsduren in dieser Arbeit und in der Arbeit
von Ellis et al. kbnnte sein, daB diese Verbindungskiasse gut an Kunststoffe (z. B. Mem-
branen) adsorbiert wird und daher wahrend der Aufarbeitung verloren geht. In Vorver-
suchen zur Elektrodialyse als Aufarbeitungsschritt konnte das in dieser Arbeit gezeigt
werden. Bei den verschiedenen Aufarbeitungsschritten des fur diese Untersuchungen
verwendeten Konzentrierungsverfahrens wird das Wasser wiederholt intensiv mit Mem-
branoberflachen in Kontakt gebracht. Eine Elimination von Fettsduren durch Adsorption
in einem Ausmas, das deren spdteren Nachweis unmoglich macht, erscheint plausibel.

Weder Ellis noch Legube machen Angaben tber den Prozentsatz der von ihnen angerei-
cherten Verbindungen am Gesamt-DOC. Aus eigenen Versuchen (vgl. “ 8. Weitere Ab-
trennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix” auf Seite 57) ist jedoch be-
kannt, daB mit den Verfahren der Lésungsmittelextraktion und der XAD-8-Adsorption
etwa 40 % des niedermolekularen Anteils des DOC aufkonzentriert werden kénnen. Wird
hingegen die Trockenmasse gewonnen, so sind darin 80 bis 90 % der niedermolekularen
organischen Verbindungen enthalten. Deshalb wird trotz des Verlustes flichtiger Verbin-
dungen und des Risikos der unerwilinschten Adsorption von Inhaltsstoffen das in dieser
Arbeit verwendete Verfahren fur gianstiger gehalten.

Fiur die gaschromatographische Analytik ohne Derivatisierungsschritt spielt dieser Un-
terschied keine Rolle, da die direkt gaschromatographierbaren Verbindungen in aller
Regel auch mittels Lésungsmittelextraktion oder Festphasenextraktion angereichert
werden koénnen. Sowohl in der eigenen Arbeit als auch bei Legube und Ellis wurden
hingegen mittels Diazomethan derivatisierte Proben untersucht. Verbindungen, die zu
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polar sind, um unzersetzt gaschromatographisch untersucht zu werden, sind oft auch
nicht mittels Festphasenadsorption oder Losungsmittelextraktion von der wassrigen Ma-
trix zu isolieren. Legube konnte sehr viele Carbonsduren bestimmen, die ebenfalls sehr
polar sind, jedoch reduzierte er ihre Polaritdt durch Absenkung des pH-Wertes und
machte sie so XAD-8-adsorbierbar; ein Verfahren, das nicht auf alle polaren Verbindun-
gen anwendbar ist. Die hier angesprochenen Carbonsduren wurden in mit Diazomethan
behandelten Proben als Methylester identifiziert. Es ist zu vermuten, jedoch nicht sicher,
dafB die Sduren in den urspringlichen Proben in freier Form vorlagen.

Abschédtzung der Menge der identifizierten Verbindungen: Eine genaue quantitative Be-
stimmung der einzelnen Inhaltsstoffe wére Uber Eichreihen oder Aufstocken der Probe
mit den betreffenden Verbindungen moglich. Betrachtet man die Komplexitdt der Chro-
matogramme, so ist ersichtlich, daB dies ein sehr miuhsames Verfahren ist, wenn man
alle Verbindungen quantifizieren will; zumal einige der Inhaltsstoffe nicht kommerziell
erhdltlich sind, und somit zundchst synthetisiert werden muBten.

Eine Schéatzung der Mengenanteile ist jedoch méglich unter der Annahme, daB der Tota-
lionenstrom, der im Massenspekirometer registriert wird, in erster Ndherung mengen-
proportional ist und im ganzen gesehen nicht zu stark von der Art der untersuchten Ver-
bindungen abhadngt. Unter dieser Voraussetzung kann eine Testmischung bekannter Zu-
sammensetzung zur Abschatzung der Menge der aufgetrennten Probeninhaltsstoffe ver-
wendet werden. Im vorliegenden Fall wurde hierzu eine Mischung mehrerer Phenole, die
auch zur Kontrolle der Konstanz der Retentionszeiten verwendet wurden, eingesetzt. In
Tabelle 26 sind die verwendeten Phenole und der jeweilige Quotient aus gemessenem
Totalionenstrom und bekannter eingespritzter Menge aufgeftihrt. Zahlenwerte fiir den
Totalionenstrom und eingespritzte Mengen stehen im Tabellenanhang. Der errechnete
Quotient schwankt um den Faktor zwei. Das Verfahren erlaubt es also aus dem gemes-
senen Totalionenstrom fur eine Verbindung deren Konzentrationsniveau abzuschétzen.

Tabelle 26. Eichsubstanzen und Quotient aus Totalionenstrom (TIC) und Substanzmenge

Substanzname Quotient aus TIC in Counts
und Substanzmenge in ng
Nitrophenol 180
Dimethylphenol 253
Dichlorphenol 256
Chlor-Methylphenol 249
Trichlorphenol 266
Dinitrophenol 119
Dinitro-Methyiphenol 167
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Die gemessenen Peakintensitdten und daraus abgeschétzte Konzentrationen der Ver-
bindungen im gereinigten Abwasser sind in Abbildung 24 auf Seite 102 dargestellt und
in Tabelle 99 auf Seite 172 im Tabellenanhang zahlenmaBig aufgelistet.

Identifizierte Verbindung Intensitdt des lonenstromes in

Allo-Inositol

1-H-Imidazole-4-Ethanolamine, -5-Mathyl

Ethanol -2,2-Disthoxy

Benzeneethanamine -N,Alpha DimethyH{S)-

Phosphoric Acid Trimsthyiester

Acetic Acid -Diethoxy Ethylester

2-Butenai -3-Mathy!

Benzoic Acid -4-Cyano, 4-Methylphenyiester

Octane -2,3,5 Trimethyl

Phosphoramic Acid Dimethylester

4-imidazolinone -2-Thioxo

2-Pyridinamine -4-Methyl

4-lmidazolinone -2-Thicxo

1-H-Indoie-3-Acsetic Acid Ethylester

Benzenesulfonic Acid Methylaster

Phenol (1,1 Disthyl) -4-Mathoxy

Chinazoline -2-Chloro

4-Msthylbenzenesulfonic Acid Methylester

4-Methylbenzenesulfonic Acid Ethylester

Benzenesulfonamide -N,N Dimethy!

Pyridine -2-Methyl

2-Butenal -2-Methy!

Pyridine -2,4 Dimethyl

Pyridine -3-Ethyt

Butenedioic Acid (E), Dimetylester

1-H-Imidazole -(2-(Diethoxymethyl))

Benzoic Acid Methylester

2-H-Azepin-2-one -Hexahydro

1-H-Pyrroie-2-Carboxylic Acid Ethylaster

Butenedioic Acid -Hydroxy Dimethylester

4-Pyridinecarboxylic Acid Mathylester

1-H-indole

2.4 (1-H, 3-H) Pyrimidinedione -1,3 Dimethyl

1-H-Pyrrole 2,5-Dione -3-Ethyl-4-Methyi

2-Pyridinecarboxylic Acid Methylester

Benzeneamide -4-Methoxy

Carbamic Acid -3-Methylphenyl Methylester

Benzaldehyde -4-Methyl-Oxime (E)

Phenol -3-(1,1 Dimethylethyt)

DL Atditol -1,6-Dideoxy -3,4- Di-O-Methy!

Benzenediole -5-Mathyl

Furanedicarboxylic Acid Dimethylester

1-H-Isoindole -1,3{2H)Dione -2-Methyi

2,4 Hexadienoic Acid Dimethylester {E,E)

Tetradecane -2,5-Dimethyi

1.2 Benzenedicarboxylic Acid Dimsthylester

Benzenesuifonamide -N,N.4-Trimethy!

Pyrrolidine -1-{(2-Dimsthylamino)
-1,1-Dimethytethoxy)) -2,2-Dimethyl

Benzenesulfonamide -N 4-Dimethy!

Ethanol -2-Chloro Phosphate

1-H-Purine-2,6-Dione-3,7-Dihydro-1,3,7-Trimethy!

1,2-Benzenadicarboxylic Acid -Butyl-
-2-Methyipropylester

1-H-Indole-3-Ethanamine -N,1-Dimathyl
-2-(Tetrahydro-2-Furanyl)

1-(2-H)-Naphthalenone-3 4-Dihydro-5,8-Dimethyl

1,2-Benzenedicarboxylic Acid Diisooctylester

Heptanamide -4-Ethyl -5-Methyl

Decanedioic Acid -bis(-2-Ethythexyl)ester
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Abbildung 24. Geschitzte Konzentrationen identifizierter Inhaltsstoffe: Verbindungen der
Fraktion F2 der ETM1000 mit graphischer Darstellung des gemessenen To-
talionenstroms und abgeschitzten Konzentrationen im gereinigten Abwas-
ser.
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Das so ermittelte Konzentrationsniveau liegt zwischen 0.1 und 10 pg/l, sehr hiufig sind
Werte um 1 pg/l. Berechnet als organisch gebundener Kohlenstoff betriagt die Summe
der in der Fraktion F2 der ETM1000 so ermittelten Konzentrationen ca 40 yg/l C. Z&hlt
man die in Tabelle 98 auf Seite 171 im Tabellenanhang aufgelisteten Verbindungen der
Fraktion F4 dazu, so machen die mit dieser Methode identifizierten Verbindungen (ins-
gesamt 72 Stuck) etwa 3 % des niedermolekularen organischen Anteils aus. Das heiBt,
die einzelnen Verbindungen tragen jeweils zu weniger als 0.1 % zur Massenbilanz des
DOC bei. Trotz der Vielzahl der gefundenen Verbindungen ist offensichtlich nur ein klei-
ner Teil des organischen Anteils identifiziert. Die Annahme, daB ein biologisch gereinig-
tes Abwasser aus sehr vielen Einzelverbindungen mit jeweils geringem individuellem
Anteil an der Gesamtmasse besteht, wird durch diese Untersuchungen bestatigt.

Uberlegungen zur Herkunft der identifizierten Verbindungen: Unter den Verbindungen
sind Abbauprodukte von Tensiden (z. B. Nonylphenol und Derivate der Benzolsulfonsdu-
re) und als Weichmacher fur Kunststoffe verwendete Verbindungen (z. B. Phthalsiure-
ester) zu finden. Es ist davon auszugehen, daB diese Stoffe bereits im Rohabwasser
vorhanden waren. lhre relativ schlechte biologische Abbaubarkeit ist bekannt. Die eben-
falls nachgewiesenen Fettsduren (als Methylester) und einige der stickstoffhaltigen Ver-
bindungen (z.B. Indolderivate und Purinkérper) sind ebenfalls bereits im Zulauf vorhan-
den. Diese sind jedoch besser abbaubar und deren Nachweis im Kldranlagenauslauf
deutet entweder auf unvollstandigen Abbau hin (biologische Stufen erreichen bekanntlich
auch far sehr gut abbaubare Stoffe keine 100 % Wirkungsgrad) oder auf Zersetzungs-
vorgédnge in der Biomasse, bei denen ebenfalls solche Verbindungen zu erwarten sind.
Auch die Verwendung von Haushaltschemikalien ist eine Quelle stickstoffhaltiger Ver-
bindungen im Rohabwasser (z. B. imidazolderivate als WeiBtoner in Waschmitteln). Ge-
naue Aussagen uber die Herkunft organischer Inhaltssoffe im Ablauf biologischer Klar-
stufen bei etwa 3 % Zuordnung bezogen auf den niedermolekularen Anteil nicht sinnvoll.
Ein Weg zur Verbesserung der ldentifizierungsquote ist die Verwendung der Flissig-
keitschromatographie. Sie kennt das Hauptproblem der Gaschromatograpie (nur Tren-
nung flichtiger Verbindungen) nicht. Untersuchungen dazu sind in den folgenden Ab-
schnitten zu finden.

Zusammenfassung der GC-MS Versuche: Eine direkte gaschromatographische Trennung
gelingt far flichtige, in der Regel unpolare Verbindungen. Diese tragen jedoch nur zu
einem Bruchteil zur Massenbilanz der organischen Inhaltsstoffe in biologisch gereinig-
tem Abwasser bei.

Polare Verbindungen lassen sich nach Derivatisierung der die Polaritat bedingenden
funktionellen Gruppen auftrennen. In den oben beschriebenen Experimenten wurden
acide H-Atome mit Diazomethan durch Methylgruppen substituiert. Es ist aber damit zu
rechnen, daB dabei noch nicht alle polaren Verbindungen erfaBt wurden.

Die Derivatisierung von unbekannten Verbindungen wirft eine Fulle von Fragen auf, wie
z. B. die Fragen nach Ausbeute und Nebenreaktionen.
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Sinnvoll ist es daher, die on line Kopplung von Massenspektrometern mit Flissigkeits-
chromatographen anzustreben, bei denen die limitierende Eigenschaft der Flichtigkeit
nicht existiert, und deshalb auch auf eine Derivatisierung verzichtet werden kann.

12.2 Versuche zur ldentifizierung mittels HPLC und Massen- bzw.
IR-Spektroskopie

12.21 Vorversuche zur fliissigkeitschromatographischen Trennung

Die Flussigkeitschromatographie solite besonders gut geeignet sein zur Trennung von
organischen Inhaltsstoffen biologisch gereinigter Abwasser. Bei der biologischen Oxida-
tion entstehen nicht-flichtige, hydrophile Verbindungen. Gleichzeitig werden durch die
intensive Beliftung flichtige, hydrophobe Stoffe ausgetrieben.

Ziel war es, ein Trennsystem mit moglichst hoher Trennleistung zu suchen. Angewendet
wurden die beiden gebrauchlichsten Formen, die Diinnschichtchromatographie (DC) und
die Hochieistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC). Die Lage der Substanzen im
Chromatogramm wird bei der DC als "hRf"-Wert angegeben (Quotient aus ausgemesse-
ner Laufhthe der Probe und der Laufhéhe des FlieBmittels multipliziert mit 100) und bei
der HPLC in Retentions- oder Elutionszeiten (Bezug ist der Zeitpunkt der Probenaufgabe
auf die Saule).

Diinnschichtchromatographie: Als stationdre Phase wurde Kieselgel-60-F254 (0.25 mm
Schichtdicke) eingesetzt.
Als mobile Phasen wurden verwendet:

e  Acetonitril/Wasser in unterschiedlichen Verhaltnissen,

e n-Butanol/i-Propanol/Borsdurelésung (0.5 %)/Essigsdure im Verhdltnis 37/63/12/2.5
Volumenteile.

e Aceton/Wasser/Diethylether 60/30/10 Volumenteile.

¢ Tetrahydrofuran/Dichlormethan in unterschiediichen Verhdltnissen.

Die besten Ergebnisse (d. h. die meisten Flecke) ergab Acetonitril/Wasser (85/15 Vol. T.)
als mobile Phase. Damit wurden vier Fraktionen untersucht, die nach der Reinigung ei-
nes wassrigen Extraktes der ETM1000 Uber eine Kieselgel-Saule erhalten wurden (Ab-
bildung 25 auf Seite 105). Detektionsmethoden waren dabei:

®  Tageslicht (im Bild mit "b” oder “g” gekennzeichnet).
@  Fluoreszenzltschung bei 254 nm (im Bild mit “X” gekennzeichnet).
¢  Fluoreszenz bei 366 nm.

Im wissrigen Extrakt ohne Reinigung waren 12 Flecke zu sehen. In der Fraktion 1 waren
es allein 14. Die Reinigung Uber Kieselgel verbessert offenbar die chromatographische
Trennung. Erkennbar ist zudem, daB die hRf-Werte der Flecke in den einzelnen Fraktio-
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nen immer geringer werden. In Fraktion 4 war Uberhaupt keine Wanderung von Inhalts-

stoffen mehr zu beobachten.

Trennung von Kieselgel-Fraktionen
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Abbildung 25. DC-Trennung von Inhaltsstoffen biologisch behandelten Abwassers: Platte
Kieselgel 60 Fuss, FlieBmittel Acetonitril/Wasser (pH=98 mit Ammoniak) 85/15
Vol.T. Detektion: Blaue Fluoreszenz bei 366 nm, x = Fiuoreszenzldschung
bei 254 nm, b = blauer Fleck, g = gelb-brauner Fleck. Bahn 1-4: Fraktionen

1-4 Bahn 5: Wassriger Extrakt der ETM1000.

Die Verwendung von Spruhreagenzien zur Charakterisierung der getrennten Flecke
brachte keine substantiellen Ergebnisse. Lediglich mit dem Universal-Reagenz Alkali-
sche Permanganat-Losung waren auch nach dem Besprihen noch mehrere Fiecke zu
erkennen. Bei den ubrigen (aufgelistet im Kapitel “Liste verwendeter Gerdte und
Hilfsmittel” auf Seite 123) waren entweder nur ein bis zwei Flecke zu erkennen oder auch
gar nichts. Der Nachweis mit diesen Spruhmittein erfordert wohl wesentlich hohere
Stoffmengen pro Einzelverbindung auf der Platte.

Versuche zur praparativen Trennung wurden sowohl mit kauflichen als auch mit selbst
hergesteliten Platten durchgefhrt. Bei Versuchen zur Isolierung und spektroskopischen
Identifizierung (UV, IR) zeigte sich, daB die beobachteten Flecke zum einen wohl als
Uberlagerung mehrerer Verbindungen angesehen werden mussen, zum anderen sehr
wenig organisches Material enthielten. Deshalb konnten nach Untergrundsubtraktion nur
sehr verrauschte und schwer interpretierbare Spektren erhalten werden.

Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie: Eine Ubertragung der Trennbedingungen
der dinnschichtchromatographischen Trennung auf die HPLC erbrachte den dberra-
schenden Befund, daB hier (bei Verwendung der UV-Detektion bei 200 nm) weniger und
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breitere Peaks erhalten wurden. Die relativ selektive Detektion bei der DC (Fluoreszenz,
Fluoreszensldéschung) fihrt gegentiber der Anwendung der UV-Detektion zu einer gerin-
geren “Ausbeute” an Verbindungen und damit zu scheinbar besseren Trennungen. in
Abbildung 26 auf Seite 107 ist die angesprochene HPLC-Trennung der Fraktion F1 dar-

gestellt.
Verschiedene stationdre Phasen wurden daraufhin hinsichtlich ihrer Trennleistung un-

tersucht:

Kieselgel
Polyol-Phase
Amino-Phase
Cyano-Phase
RP18-Phase

Der Trennmechanismus reicht in obiger Liste von der reinen Verteilungschromatographie
bei Kieselge! zu Adsorptionschromatographie bei der Umkehrphase (RP18). Bei der
Amino-Phase tragt die Méglichkeit Wasserstoffbrickenbindungen einzugehen zur Tren-
nung von hydroxylgruppenhaltigen Verbindungen {(Kohlenhydrate) bei.

Das primdre Auswahlkriterium bei den mobilen Phasen war die Loslichkeit der zu tren-
nenden Verbindungen, bzw. deren Mischbarkeit mit Wasser, da haufig wassrige Losun-
gen der Inhaltsstoffe zur Trennung gelangten. Bei den verwendeten Eluenten handelte

es sich um:

Wassrige Puffersysteme
Wasser

Methanol

Acetonitril
Tetrahydrofuran
Dichlormethan

Die Eluenten sind in absteigender Reihenfolge ihrer Elutionskraft aufgelistet. Bei wassri-
gen Puffersystemen wurde mit Blick auf angestrebte Kopplungsexperimente (LC-MS) auf
nichtfliichtige Salze verzichtet. Zur Einstellung des pH-Wertes dienten Ammoniak, Essig-
sdure, Trifluoressigsdure und Salzs&ure.

Die beste Trennleistung (d. h. die meisten Peaks) wurde mit der RP18-Phase als statio-
nare Phase erzielt. Als Elutionsmittel wurde dabei ein Gradient aus Wasser (pH=2.1) und
Acetonitril/Methanol verwendet (vgl. Kapitel "Liste verwendeter Gerite und Hilfsmittel”
auf Seite 123). Die Abbildung eines Chromatogramms ist in Abbildung 26 auf Seite 107
zu sehen. Man erkennt dber 160 Peaks, also weit mehr als mit der Normalphasenchro-

matographie.
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Abbildung 26. Vergleich von Normalphasen- und RP18-Chromatographie: Detektionsme-
thode in beiden Féllen UV. Trennparameter vgl. Kapitel “Liste verwendeter
Geréate und Hilfsmittel” auf Seite 123

Sowohl mit der Normalphasen-HPLC, als auch mit der Umkehrphasen-HPLC wurden die
im folgenden beschriebenen Kopplungs-Experimente durchgefihrt.

12.2.2 Kopplung von HPLC und Massen- bzw. IR-Spektroskopie

Wahrend die Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometrie bereits sehr
verbreitet ist, gehéren die Kopplungen HPLC-MS und HPLC-IR noch nicht zum Bereich
der Routineanalytik. Die einzelnen Verfahren sind daher etwas ausfithrlicher beschrie-
ben.

Die verwendeten Massenspektrometer, oder besser: Massenfilter (es handelt sich im
allgemeinen um Quadrupolgeréte) sind bei GC-MS und HPLC-MS dieselben. Jedoch sind
bei der Verwendung des Massenspektrometers als Detektor fiur einen Flissigkeitschro-
matographen an die Vakuumpumpen wesentlich hohere Anforderungen zur Aufrechter-
haltung des Vakuums in der lonenquelle zu stellen. Es sind in diesem Fall deutlich ho-



- 108 -

here Stoffmengen pro Zeiteinheit zu entfernen (1 mi/min EluentenfluB ergeben je nach
Bedingungen 150 ml/min bis 1200 ml/min Dampf) als bei der Koppiung GC-MS. Des wei-
teren missen die verwendeten Eluenten naturlich vollstdndig verdampfbar sein. In der
Reversed-Phase Chromatographie werden aber hdufig wissrige Puffersysteme einge-
setzt, die diese Bedingung nicht erfullen.

Bis vor kurzem war auch ein wichtiges Kriterium im Zusammenhang mit Multikompo-
nenten-Analysen fur die HPLC-MS Kopplung nicht erfulit: Die erhaltenen Massenspektren
konnten nicht mit kduflichen Datenbank-Spektren verglichen werden. ist es doch gerade
die Moglichkeit, Spektren unbekannter Verbindungen Gber Datenbanken zu identifizieren,
die dem Bereich der GC-MS Kombination allgemeine Einsetzbarkeit vermittelt hat.

Die Ursache, warum das fir die HPLC-MS Technik bisher nicht so war, liegt darin be-
grindet, daB Datenbankspektren fast immer als 70 eV El Spektren 14 vorliegen, d. h. die
Spektren, die dort archiviert sind, wurden durch StoBionisierung der entsprechenden
Verbindungen mit Elektronen der Energie 70 Elektronenvolt erhalten. Eine andere loni-
sierungstechnik ist die chemische lonisierung (Cl), bei der die Elektronen zundchst ein
anderes Molekul (z. B. ein Molekul des Trdgergases bei der GC-MS-Kopplung oder ein
Eluentenmolekil bei der HPLC-MS-Kopplung) ionisieren, das dann in einem zweiten
Schritt das interessierende Molekil ionisiert. El Spektren sind dann zu erhalten, wenn
in der lonisationszone die Konzentration der interessierenden Molekille gegeniiber der
Konzentration der Trdgergas- bzw. Eluentenmolekuile groB ist. Bei der GC-MS-Kopplung
ist dieses Verhdltnis ausreichend um E! Spektren zu erhalten, da die verwendeten Tra-
gergase allgemein wesentlich flichtiger sind als die aufgetrennten Verbindungen und
somit bei einer Absaugung der Gase durch das Vakuumsystem des Massenspektrome-
ters gleichsam eine Aufkonzentrierung der aufgetrennten Verbindungen erreicht wird.
Bei Verwendung der Massenspektroskopie als Detektionsmethode fir flissigkeitschro-
matographisch getrennte Verbindungen gelingt die Abtrennung des Eluenten von den
Probenbestandteilen nicht mehr so einfach. Bei mehr als 100 yl/min. EluentenfluB wer-
den daher ohne zusitzliche MaBnahmen Cl Spektiren erhalten, die sich von den El-
Spektren deutlich unterscheiden.

Dariiber hinaus wird diese Cl nicht wie gewohnt durch ein Reaktantgas vermittelt, son-
dern es sind Bestandteile des Eluenten, die auf die zu untersuchenden Verbindungen
jonisierend wirken. Eluenten werden je nach Trennproblem variiert, und somit werden
keine allgemein Ubertragbaren Fragmentierungsmuster erhalten. Fur jedes Trennpro-
blem muBte eine eigene Spektrenbibliothek erstellt werden, daher sind keine allgemein
verfugbaren Datenbanken oder Spektrenatlanten zu diesem Bereich erhdltlich.

Seit 1988 wird allerdings ein System angeboten, mit dem auch bei der Kopplung HPLC-
MS 70 eV EIl Spektren der eluierten Verbindungen erhalten werden, und auch unter defi-
nierten (d. h. Eluent-unabhangigen) Bedingungen die chemische lonisierung angewendet
werden kann.

Mit drei verschiedenen HPLC-MS-Systemen und einer HPLC-IR-Kopplung wurden Ver-
suche durchgefuhrt. Typen und Standorte sind im folgenden kurz aufgelistet, bei den

14 El = electron impact
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verantwortlichen Herren bedanke ich mich an dieser Stelle. Angaben zu den MeBbedin-
gungen finden sich im Kapitel “Liste verwendeter Gerdte und Hilfsmittel” auf Seite 123.

Thermospray-Verfahren (Cl) HPLC 1090, MS 5988 (beide Hewlett Packart) bei Fa.
BASF, Ludwigshafen (Dr. Merz, Dr. Randt)

Particle Beam-Verfahren (EI/Cl) HPLC 1050, MS 5988 (beide Hewlett Packart) bei Fa.
Hewlett Packart, Waldbronn (Dr. Gunther)

HPLC-MS/MS (Cl bzw. FABS) HPLC 510 (Waters), MS 7070 (Finnigan) am Inst. fir
Siedlungswasserwirtschaft der TH Aachen (Dr. Schréder)

HPLC-IR HPLC C21, Spektrometer IFS62 (beide Bruker) bei Fa. Bruker (Herr Landt)

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden jeweils die selbe Saule (bei Normalphasenchro-
matographie Nucleosil 50-5 (200x4) und bei Reversed Phase Nucleosil 120-3 Cy) bei den
einzelnen Versuchen in die Geréte eingebaut.

12.2.2.1 Direkte Kopplung von HPLC und MS

Bei diesem System fihrt eine Kapillare das gesamte Sduleneluat direkt in die lonen-
quelle. Dort im Vakuum werden Eluentenkomponenten und getrennte Verbindungen ver-
dampft und die Hauptmenge des Eluenten Ober Vakuumpumpen abgesaugt. Probenbe-
standteile werden nicht im selben MaB mit abgesaugt. Man erreicht so eine Aufkonzen-
trierung der Probeninhaltsstoffe. Die lonisierung wird durch BeschuB mit Elektronen
durchgefuhrt und erreicht im ersten Schritt fast nur Komponenten des Eluenten, da diese
trotz Absaugung noch in betrdchtlichem UberschuB vorhanden sind. Im zweiten Schritt
werden durch diese primaren lonen auch die aufgetrennten Bestandteile der zu unter-
suchenden Probe ionisiert.

Diese Form der lonisierung ist sehr schonend, so daB in den meisten Félien das Mole-
kilion der betreffenden Verbindung beobachtet werden kann. Es tritt allerdings auch sehr
wenig Fragmentierung der erzeugten lonen auf, was die Interpretation der Spektren er-
schwert.

Zur Untersuchung wurde ein chromatographisches System eingesetzt, dessen Parame-
ter, insbesondere die Form des Lésungsmittelgradienten, mittels UV-Detektion optimiert
worden war. Ein Vergleich der UV Spur mit dem Verlauf des Chromatogramms anhand
des Totalionenstromes (TIC) der negativen lonen zeigt, daB sich die Chromatogramme
in ihrem Aussehen dhneln, wenngleich auch die Intensitédten der Peaks deutlich vonein-

ander abweichen.

15 FAB = fast alom bombardement, lonisierung durch BeschuB3 mit Argon
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Abbildung 27. LC Trennung von Wasserinhaltsstofien mit MS Detektion: Dargestellt ist die
Trennung der niedermolekularen organischen Inhalisstofie aus biologisch
gereinigtem Abwasser iiber RP18-Phase und Detektion mitteis UVy, , TIC
negativer lonen nach Cl und TIC positiver lonen nach Cl. Molare Massen

einzeiner Peaks: s. Text.

Bei der Anwendung eines UV Spektrometers als Detektor waren Gber den gesamten Be-
reich des Chromatogramms z. T. sehr intensive Peaks erkennbar, wdhrend man bei der
Auftragung des TIC alier negativen lonen gegen die Zeit nur zu Beginn der chromato-
graphischen Trennung intensive Peaks sehen konnte. Bei Betrachtung des TIC der posi-
tiven lonen ergab sich ein anderes Bild. Hier wurde die héchste intensitdt im mittleren
Chromatogrammbereich zwischen 60 und 100 Minuten als nicht aufgeloster, breiter Peak
erhalten. In Abbildung 27 sind die drei Chromatogrammspuren zusammen dargestelit.
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Bei einigen Peaks konnte eine molare Masse zweifelsfrei zugeordnet werden. in der
UV-Spur sind diese durch Nummern ldber dem betreffenden Peak gekennzeichnet. Den
Peaks konnten im einzelnen folgende molaren Massen zugeordnet werden:

Peak-Nr. molare Masse (D)
1 196

126

130

164

214

189

214

224

362

O 00 N O O~ WN

Wie bereits zuvor ausgefihrt, ist es mit den erhaltenen CI Spektren nicht méglich, in den
ablichen MS-Datenbanken nach entsprechenden Referenzspektren zu suchen, um so zu
einer ldentifizierung zu gelangen.

12.2.2.2 Kopplung von HPLC und MS ilber ein Interface

Ein Interface zwischen Flussigkeitschromatograph und Massenspektrometer hat die Auf-
gabe, das Hauptproblem der Kopplung zu lésen, die Entfernung der Eluenten unter Er-
haltung der Probenbestandieile und deren Transfer in die lonenquelle. Dafir gibt es im
Augenblick zwei prinzipieile Lésungsansétze:

Die zeitlich altere Lésung ist das sog. “Moving Belt Interface”. Dabei wird das Eluat zu-
sammen mit aufgetrennten Probenbestandteilen nach der HPLC-S&ule auf ein Transport-
band gespritht, dann an einem Heizdraht vorbeigefuhrt. Dort verdampfen die flichtigen
Bestandteile {Lésungsmittel) und werden abgesaugt. Das Transportband bringt die ver-
bleibenden Bestandteile direkt in die lonenquelle, wo sie entweder thermisch desorbiert
und elektronisch ionisiert, oder mittels Felddesorption in einem Vorgang desorbiert und
jonisiert werden. Das Band wird {iber eine Reinigungsanlage zuriickgefuhrt und kann er-
neut beladen werden. '

Ein auf dem Markt neues Interface nutzt die Tatsache aus, daB allgemein in der HPLC die
zu trennenden Verbindungen wesentlich héhere molare Massen besitzen als die Be-
standteile der mobilen Phase. Das Eluat wird in diesem Interface in eine Kammer einge-
dist und vernebelt. Vakuumpumpen ziehen die Losungsmittelmolekile ab, die infolge
ihres kleineren Tragheitsmoments leichter aus der urspringlichen Flugbahn abgelenkt
werden als die schwereren Probenbestandteile. Diese durchqueren die Kammer und
gelangen durch Lochblenden in die lonenquelle. Die Abtrennung der Eluenten ist so gut,
daB von den Probenbestandteilen auch El-Spektren aufgenommen werden kénnen, und
damit die Moglichkeit des Vergleichs mit Datenbankspektren besteht.
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Mit der Moving Belt Technik wurden keine Versuche durchgefiihrt. Mit dem zweiten be-
schriebenen Interface wurden zwei Versuchsreihen mit Inhaltsstoffen biologisch gerei-
nigter Abwdésser durchgefihrt.

Die Interface-Technik, bietet neben der Option, die Spektren mit Datenbankeintragen zu
vergleichen, zusatzliche Informationen fir die Handauswertung von Massenspektren. Als
Beispiel sei hier die Ermittiung der wahren molaren Masse erlautert:
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Abbildung 28. Vergleich von Cl- und El Spektrum eines Probeninhaltsstoffes: Das M+1
Signal (232 D) im Cl| Spektrum oben ist zu sehen, das Adduktsignal (M +57,
295 D) fehlt, daher ist erst in Kombination mit dem El Spektrum unten und
dem dort zu sehenden M-Signal {238 D) die Zuordnung der molaren Masse
moglich.

Das Molekiilion, das bei der Cl erhalten wird, ist bei Detektion positiver ionen entweder
das M+ 1-lon (Anlagerung eines Protons) oder das Addukt aus Molekill und Reaktant-
gas-lon (z. B. bei der Verwendung von iso-Butan, nach Anlagerung des iso-Butylions, das
M+ 57-lon). Werden beide Massenzahlen im Spektrum gefunden, kann die molare Masse
der gesuchten Verbindung relativ sicher ermittelt werden. Sind im Spekirum keine zwei
Peaks hoher Massenzahl und der entsprechenden Differenz zu sehen, sondern nur ein
prominenter Peak wie im folgend beschriebenen Beispiel, ist unklar, um welches Addukt
es sich dabei handelt. Die Angabe einer molaren Masse ist deshalb unsicher. Ist in die-
sem Fall noch ein El Spektrum zur Hand, so kann dieses die benétigte Information liefern,
da in diesem Fall das Molekilion die Massenzahl M (M*) hat. In Abbildung 28 ist ein
solcher Fall dargestellt. Die chemische lonisierung wurde hier mit iso-Butan als Reak-
tantgas durchgefihrt und, im Spektrum sind mehrere Signale hoher Massenzahlen zu
beobachten, ohne daB zwei von ihnen die typische Differenz von 56 D héatten. Wird das
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intensivste Signal (239 D) im Cl Spektrum als M + 1 Massenzahl angesehen, so ist im Ei
Spektrum die entsprechende M+ Masse bei 238 D ebenfalls zu finden, woraus sich fur
die untersuchte Verbindung die molare Masse von 238 D ergibt.

Mittels Reversed-Phase Chromatographie wurden Uber Kieselgel gereinigte Fraktionen
der ETM1000 untersucht. Zum Reinigungsmodus vgl. Kapitel “Festphasenextraktion” auf
Seite 59 und Tabelle 85 auf Seite 164 im Tabellenanhang. Die Fraktionen F1, F2 und F3
ergaben bei den Vorversuchen mit photometrischer Detektion vergleichbare Chromato-
gramme. Da die Anlage insgesamt nur an zwei Tagen zur Verfugung stand, konnte aus
Zeitgrinden nur eine Probe untersucht werden. Die Fraktion F2 wurde ausgewahilt.
Hierbei ergab sich chromatographisch das bereits aus den Versuchen mit der Direkt-
kopplung bekannte Bild. (Abbildung 27 auf Seite 110).

Bei Anwendung der El Technik und Auftragung des Totalionenstromes war hierbei neben
einer Anzahl Peaks zu Beginn des Chromatogramms, die auch bei den Versuchen mit
direkter Kopplung zu sehen waren, eine ganz erhebliche lonenausbeute in der zweiten
Halfte des Chromatogramms zu beobachten. Ein dhnlicher Verlauf ergab sich, wenn
chemisch mit iso-Butan als Reaktantgas ionisiert wurde und der TIC der positiven lonen
aufgetragen wurde. Auch hierbei ist Ubereinstimmung mit der Direktkopplung zu beob-
achten.

Die automatische Suche von aufgenommenen Spektren unbekannter Verbindungen in
Datenbanken verlief nicht befriedigend. Wie in Tabelle 27 zu sehen ist, wurden aus-
schlieBlich Verbindungen vorgeschiagen, deren Spektren nicht gut mit den gemessenen
Probenspekiren Gbereinstimmen.

Tabelle 27. \Strukturvorschlége fir einzelne Peaks bei HPLC-MS-Kopplung: Verbindungen
nach Vergleich mit Datenbankspekiren und deren Ubereinstimmung mit den
Spektiren der Probenpeaks.

Ret. Zeit Verbindungsvorschlag Wahrschein-
in Min. lichkeit
in %

42.7 Octahydropentalen 41
47.3 Cyclopentanonoxim 20
492 Bicyclo-(2,2,2)-octa-2,5-dien, -1,4,7,7,8,8-hexafluoro, -2-methy! 20
54,2 3,5-Dimethoxibenzylamin 28
58.9 Trifluoressigsdure 76
60.2 3,6-Dimethylheptadien (1,5) 26
72.5 Thiazolo-(5,4-)-2,9-Dimethylchinolin 25
75.3 2,3,6-Trimethylheptadien 35

Die Verbindung mit der hochsten Zuordnungsrate (Trifluoressigsdure mit 76 %) stammt
vermutlich aus dem System selbst, da der pH-Wert der Eluenten mit Trifluoressigsédure

eingestellt wurde.
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Zum einen kann es sich bei den unbekannten Substanzen naturlich um Verbindungen
handelin, die noch in keiner Datenbank mit ihren Spektren vertreten sind. Die Mehrzahl
der Spektren in MS-Datenbanken wurde bisher mittels GC-MS Kopplung aufgenommen
und archiviert. Dieser Technik sind allerdings nur unzersetzt verdampfbare Verbindungen
zugénglich.

Zum anderen enthdlt die Fraktion F2, die ais Probe fur diese Untersuchungen verwendet
wurde, noch so viele Verbindungen, daB selbst bei einer Dauer fur die chromatographi-
sche Trennung von fast zwei Stunden noch mit einer erhebliche Anzahl von Peakiiberla-
gerungen zu rechnen ist. Bei der massenspektroskopischen Auswertung eines solchen
komplexen Gemisches sind selbst bei Anwendung der Spektrensubtraktion Mischmas-
senspektren nicht auszuschlieBen.

Mittels Normalphasenchromatographie (Kieselgel/Acetonitril/Wasser) wurden die glei-
chen Fraktionen der ETM1000 untersucht wie mit der Reversed-Phase Chromatographie.
In Ubereinstimmung mit den Trennversuchen mittels Dinnschichtchromatographie, wo
mit der gleichen Eluentenzusammensetzung mehrere Flecke im UV-Licht zu erkennen
waren, zeigte die photometrische Detektion bei 200 nm mehrere Peaks. Hingegen wurde
bei der HPLC-MS-Kopplung jeweils nur zu Beginn eines jeden chromatographischen
Laufes ein Signal registriert.

Um zu uberprufen, inwiefern Verbindungen an der stationdren Phase adsorbiert bleiben
und so dem chromatographischen Prozess entzogen werden, wurden die Probenfraktio-
nen unter Umgehung der Saule in das Interface gebracht {(Bypass-Schaltung). Die dabei
erhaltenen lonenausbeuten waren in der Tat héher, jedoch woh! hauptsachiich aufgrund
der Tatsache, daB die organischen Verbindungen bei Passage der Saule iber ein gro-
Beres Flissigkeitsvolumen verteilt werden, wobei die Nachweisempfindlichkeit vermin-
dert wird.

Bei der Verteilung der Massen war zwischen der Bypass-Schaltung und dem ersten Peak
der chromatographischen Trennung kein signifikanter Unterschied zu beobachten. Die
hochsten Intensitaten im Bereich oberhalb 45 Dalton erreichten bei den Fraktionen F1-F3
die Masse 69 und 97. Bei der Fraktion F4 waren 48 und 64 und 80 die Hauptmassenzah-
len. Daraus folgt, daB offenbar bei dieser Art der Trennung die Hauptmenge der zu tren-
nenden Verbindungen gleich zu Beginn in einem Peak eluiert werden. Die weiteren,
mittels UV Photometer noch beobachtbaren Verbindungen tragen nicht wesentlich zur
Massenbilanz bei.

12.2.2.3 HPLC-MS/MS Kopplung

Die untersuchte MS/MS Konfiguration (eigentlich sind es sogar drei Quadrupolgerite,
daher hédufig auch die Bezeichnung "Triple Stage MS”), war mit einer HPLC Anlage direkt
gekoppelt, d. h. ohne ein dazwischengeschaltetes Interface. Das erste Quadrupolgerat
arbeitet im positiv-Cl Modus und erzeugt in erster Linie Molekulionen.

Im zweiten Gerdt wird aus den erzeugten Molekilionen gezielt eine Masse ausgeblendet
und in eine Reaktionskammer zur StoBionisation mit Argon geleitet. Die dabei erhaltenen
Fragmente werden durch das dritte Gerit als Massenspektrum dargestelit.



- 115 -

27.1 ' XE+06

1G@—r—" 1.0

88— 3.8

354.3
) ﬁﬁ 383.3 41m.86 470. @

JL‘J'\"J‘»JU«» T R 0. 0
358 460 450 500

Abbildung 29. Verteilung der molaren Massen von Molekillionen: Untersucht wurde eine
Frakiion <1000 D eines kommunalen Klaranlagenablaufs mittels MS/MS-
Kopplung.

Bei der Direktinjektion von Proben unter Umgehung des chromatographischen Systems
ergab sich das in Abbildung 29 dargestelite Bild. Da in erster Linie Molekulionen erzeugt
wurden entspricht das dargestellte Bild etwa den in der untersuchten Probe vorhandenen
molaren Massen der Inhaltsstoffe. Es ist darauf hinzuweisen, daB im vorliegenden Fall
die Untergrenze des Massenspekirums bei 126 Dalton liegt. Die Eluenten enthielten Am-
moniumacetat und bei der Massenzahl 125 tritt das Molekilion der dimeren Essigsédure
auf. Aufgrund seiner hohen Intensitdt wiirde seine Darstellung eine erhebliche Spreizung
der Intensitatsachse (Y-Achse) erfordern, wonach andere Signale nicht mehr zu erkennen
wéren.

Es ergab sich ein Maximum bei etwa 220 D molarer Masse. Die Verteilung ist anndhernd
glockenformig und lduft gegen héhere Massen (> 400 D) flach aus.

Erwdhnenswert ist die Tatsache, daB nur in sehr geringem Umfang Massenzahlen Gber
400 Dalton beobachtet wurden. Die Abtrennung mittels Membranfiltration, die wahrend
der Probenvorbereitung vorgenommen wurde, sollie alle Verbindungen <1000 Dalton
erfassen. Offenbar liegt der Hauptteil der so abgetrennten Verbindungen im Bereich un-
terhalb 400 Dalton.

Bei ausgewahlten Molekilionen wurde auch die Fragmentierung nach BeschuB mit Ar-
gon betrachtet. in allen Fallen wurden nur wenige Fragmente erhalten. Dies deutet darauf
hin, daB es sich dabei um Verbindungen handeli, bei denen Energietbertragung durch
StoBe nicht unbedingt zum Bindungsbruch fuhrt, sondern bis hin zu hohen StoBenergien
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z. B. durch Deformation des Molekils verbraucht werden kénnen. Langkettige Verbin-
dungen (z. B. Tenside) zeigen ein solches Verhalten. In Abbildung 30 auf Seite 116 ist
exemplarisch das erhaltene Massenspektrum einer solchen Verbindung dargestelit. Auf-
grund der wenigen erhaltenen Fragmente lieB sich nicht herausfinden, um welche Ver-
bindung es sich dabei handelt.
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Abbildung 30. Massenspektrum eines ausgeblendeten Molekiilions: Nach StoBionisierung
durch BeschuB mit Argon

Bei vorgeschalteter chromatographischer Trennung (Normalphasen Chromatographie)
ergab sich das in Kapitel “Vorversuche zur flissigkeitschromatographischen Trennung”
auf Seite 104 bereits beschriebene Ergebnis: Es konnte bei Registrierung des Totalio-
nenstroms nur ein stark verrauschtes Signal bei einer Retentionszeit von 6.7 Minuten
beobachtet werden, die simultane photometrische Detektion bei 200 nm zeigte hingegen
mehrere intensive Peaks.

Dieses unbefriedigende Ergebnis entspricht im wesentlichen dem Resultat, das auch mit
dem in Kapitel “Kopplung von HPLC und MS Ulber ein Interface” auf Seite 111 beschrie-
benen System und Normalphasenchromatographie erhaiten wurde.

Ein Unterschied erscheint jedoch bemerkenswert. In diesem Versuch wurde der Totalio-
nenstrom der Massen oberhalb 125 Dalton registriert. Das ist nur ein Bruchteil des ge-
samten lonenstroms, daher auch das stark verrauschte Signal. In dem anderen Versuch
wurde der Totalionenstrom der Massen oberhalb 45 Dalton dargestellt und ein wesentlich
intensiveres Signal erhalten. Beide Signale sind nicht deckungsgleich. Das intensive Si-
gnal fallt mit dem ersten, sehr intensiven Peak bei UV-Detektion zusammen, das Signal
das nur Massen oberhalb 125 Dalton entspricht einem kleinen UV-Peak. Man kann ver-
muten, daB zu Beginn des Chromatogramms Verbindungen eluieren, die entweder sehr
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klein sind (< 125 Dalton) oder zu sehr kleinen Bruchstlucken fragmentieren. Wohingegen
etwas spdter Verbindungen erscheinen, die gréBer als 125 Dalton sind und offenbar nicht
so stark fragmentieren. Diese Beschreibung trifft zum Beispiel auf Tenside zu, die auf-
grund ihrer Kettenstruktur leichte StéBe durch Schwingung absorbieren und erst bei in-
tensiveren StéBen mit Bindungsbrichen reagieren.

12.2.2.4 HPLC-IR Kopplung

Neben dem Massenspekirometer als Detektor hat auch das Infrarotspektrometer als
chromatographischer Detektor seinen Anwendungsbereich in der Analytik gefunden.
Dies gilt vor allem fur gaschromatographische Trennungen.

Auf dem Sektor der Flussigkeitschromatographie steht der allgemeinen Verbreitung der
infrarotspektroskopie neben der Nachweisempfindlichkeit besonders ein Problem entge-
gen: Die meisten zur Trennung verwendeten Eluenten absorbieren selbst in relevanten
spektralen Bereichen. Man ist deshalb in der Auswahl des Trennsystems mobile
Phase/stationdre Phase auf wenige L&sungsmittel festgelegt, wenn die haufig in der
Kopplungstechnik eingesetzten DurchfluBzellen verwendet werden. Die direkte Kopplung
HPLC-IR hat aus diesem Grund bisher nur in der Analytik organischer Polymere (Aus-
schluBchromatographie mit z. B. THF als Eluent) eine starkere Verbreitung gefunden. Ei-
nen guten Ansatz die Eluenten-Problematik zu umgehen zeigten Hellegeth und Taylor
[32]. Sie spruhten den Eluentenstrom nach der Trennsaule auf festes Kaliumbromid,
verdampften das Losungsmittel und nahmen Spektren der zurickbleibenden organischen
Verbindungen mit Hilfe der diffusen Reflektions-Infrarotspektroskopie auf. Dieses Ver-
fahren ist jedoch noch im Entwicklungsstadium.

Eigene Versuche auf diesem Gebiet orientierten sich an der Tatsache, daB nur relativ
unpolare Lésungsmittel als Eluenten fur die HPLC-IR Kopplung geeignet sind.

Da die meisten niedermolekularen organischen Inhaltsstoffe von biologisch gereinigtem
Abwasser sehr polar sind (vgl. hierzu auch die Lésungsversuche in Kapitel “ 8. Weitere
Abtrennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix” auf Seite 57), wirden sich
bei der Verwendung einer polaren Normalphase als stationdre Phase zu hohe Reten-
tionszeiten ergeben, wenn (berhaupt eine chromatographische Trennung zustande
kdme. Es wurde daher ein chemisch modifiziertes, unpolareres Kieselgel {Cyano-Phase)
verwendet. Als Eluenten wurden Tetrahydrofuran (THF) und Dichlormethan eingesetzt.
Diese beiden Lésungsmittel sind noch in akzeptabler Weise infrarot-transparent. Wass-
rige Extrakte sind mit diesen beiden Ldsungsmittein nicht kompatibel, es wurde daher
der methanolische Extrakt eines gefriergetrockneten Kldranlagenablaufs (ETM1000) ver-
wendet. Daneben gelangten Extrakte mit Dichlormethan und THF zum Einsatz. Bei jeder
chromatographischen Trennung wurden nur wenige Peaks erhalten. Dies hat seine Ur-
sache vor allem darin, daB sich in den verwendeten organischen L&sungsmitteln nur
geringe Anteile der organischen Inhaltsstoffe eines Klidranlagenablaufs losen (speziell
THF und Dichlormethan), was zur Folge hat, daB nur wenige Verbindungen Uberhaupt in
den chromatographischen ProzeB gelangen, und zum zweiten natiirlich auch das Trenn-
system selbst fir diese Gruppen nicht optimal ist. Von den getrennten Verbindungen
konnten jeweils im Bereich 1500 ¢cm~' bis 4000 cm~! on line Infrarotspekiren erhalten
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werden. Eine Tabelle der dabei gefundenen Absorptionsbanden findet sich im Tabelle-
nanhang. Abbildung 31 auf Seite 118 zeigt die Trennung des Dichlormethanextraktes in
dreidimensionaler Darstellung: In x-Richtung ist die Wellenzahl aufgetragen, in y-Rich-
tung der chromatographische Verlauf als Zeitachse. Die “"H6henlinien” der Absorptions-
banden geben deren Intensitat an.
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Abbildung 31. 3-D Darstellung eines Chromatogramms mit HPLC-IR Kopplung: Dargestelit
ist die Trennung eines Dichlormethan-Extraktes auf CN-Phase {250 x 4 mm,
5 pm) mit Dichlormethan/THF {90/10 v/v) 0.5 ml/min.

Erhaltene Absorbtionsbanden wurden mit Spektrenkatalogen verglichen und eine Zuord-
nung - zumindest der Stoffklassen - versucht. In Tabelle 28 auf Seite 119 sind Reten-
tionszeiten und Stoffklassen-Vorschldge fur die Peaks des obigen Bildes aufgelistet. Eine
prazisere Zuordnung wére vermutlich durch computergestitzte Vergleiche von gemes-
senen- und Referenz-Spektren moglich gewesen. Diese Option stand jedoch nicht zur
Verfligung. Es ist klar, daB die hierbei nachgewiesenen Verbindungen nicht repriasentativ
sind far die Zusammensetzung des organischen Anteils der Inhaltsstoffe von biologisch
gereinigtem Abwasser. Dazu ist die Probenaufarbeitung und das chromatographische
System zu selektiv ausgelegt.

Diese Versuchsreihe steht fur die Moglichkeit, durch sehr selektive Bedingungen an der
Aufkldrung organischer Inhaltsstoffe in Abwasser zu arbeiten und befindet sich damit im
Gegensatz zu der Absicht, die bei Experimenten zur HPLC-MS Kopplung als eher gene-
ralistischem Ansatz verfolgt wurden.
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Tabelle 28. Strukturvorschidge zur HPLC-IR Kopplung: Verbindungsklassen, deren Ban-
den zu den beobachteten Banden des Dichlormethanexiraktes passen.

2.55 a-Dicarboxyl-Verbindung

2.63 Stilben-Derivat

2.71 Imidazol-Derivat

2.85 Quart. Ammoniumverbindung
3.50 Stickstoffhaltige, chinoide Struktur

12.3 Zusammenfassung der Untersuchungen zu Kopplungsmethoden

Von den untersuchten Kombinationen GC-MS, HPLC-MS, HPLC-MS/MS und HPLC-IR hat
bisher einzig die Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektroskopie weitere
Verbreitung erfahren.

Bei der Anwendung dieser Methode mussen die bekannten Nachteile der Gaschromato-
graphie akzeptiert werden. Dennoch sind Identifizierungen der Inhaltsstoffe, die mit die-
sem Verfahren getrennt werden kénnen, am leichtesten moglich, da fir diesen Bereich
umfangreiche Referenzdaten vorhanden sind.

Die HPLC-MS Kopplung kennt prinzipiell keine Beschrdnkung fur die Art der zu trennen-
den Verbindungen. Eine gewisse Flichtigkeit ist sinnvoll fur das Erreichen einer ver-
ninftigen Nachweisgrenze im Massenspektrometer. Fiir polare Verbindungen fehlen
haufig entsprechende Referenzspektren, so daB die automatisierte Auswertung im Mo-
ment noch wenig sinnvolle Ergebnisse liefert. Die HPLC erreicht auch nicht die hohe
Auflésung der Kapillar-GC, aus diesem Grund ist eine Fraktionierung komplexer Mi-
schungen, wie sie auch die Ablaufe biologischer Klarstufen darstelien, unumgénglich.
Durch die gréBere Variationsbreite der Trennparameter ist jedoch auch die Losung an-
spruchsvoller Trennprobleme maoglich.

Bei der Verbindung von HPLC und IR tritt in der zur Zeit verwendeten Kopplungsform der
DurchfluBkiivette die Limitierung auf wenige verwendbare Ldsungsmittel als Schwach-
stelle hervor. Diese l6sen allesamt nur geringe Anteile der niedermolekularen Ablauf-In-
haltsstoffe, so daB hier wiederum - wie bei der Verwendung der GC-MS Technik - nur ein
Ausschnitt des gesamten Inhaltsstoffspektrums untersucht werden kann. Wenn jedoch
die Interface-Entwicklung weiterschreitet, wozu berechtigte Hoffnung besteht, mag das
dieser Technik auf dem Gebiet der Abwasseranalytik verbreiteten Einsatz ermoglichen.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit mit den auf HPLC basierenden Kopplungsverfahren
noch keine belastbaren Substanzidentifizierungen moglich waren, bietet diese Technik
doch den aussichtsreichsten Weg zur Aufschlisselung des DOC in biologisch gereinig-
tem Abwasser. Die darin vorliegenden Verbindungen sind, wie die bisherigen Resultate
zeigen, Uberwiegend polarer Natur, was man auch als Ergebnis einer biochemischen

Oxidation erwarten muB.
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Der Einsatz der auf HPLC basierenden Kopplungsverfahren ist eng verbunden mit der
Computer-gestitzten Suche nach Referenzspektren in entsprechenden Spektrenbiblio-
theken. Bei polaren Verbindungen existieren hierbei noch groBe Liicken.

Far flochtige, in alier Regel unpelare Verbindungen sind diese Bibliotheken bereits sehr
umfangreich. Daran hat die Verbreitung der GC-MS-Technik entscheidenden Anteil, denn
durch Daten, die mit dieser Technik gewonnen werden, werden diese Spektrensamm-
lungen laufend erganzt. Konsequenterweise bietet die Analytik unbekannter Verbindun-
gen mit dieser Technik auch die gréBte Wahrscheinlichkeit, ein passendes Referenz-
spektrum zu finden.

Fur polare Verbindungen ist die GC-MS-Technik nur nach Derivatisierung der zu tren-
nenden Verbindungen einsetzbar. Methoden, polare Verbindungen durch Kopplung von
Flussigkeitschromatographie und Spektroskopie in einem Arbeitsgang zu trennen und zu
identifizieren sind (mit Ausnahme der HPLC-Diodenarray-Technik fur die UV/ViS-Spek-
troskopie) noch nicht weit verbreitet, Da die Anwendung dieser Verfahren Voraussetzung
fur die Bereitstellung groBer Mengen an Referenzspekiren in Datenbanken ist, ist auf
diesem Gebiet fur die Zukunft mit einer dhnlichen Dynamik zu rechnen, wie sie seit der
Einfihrung der GC-MS-Technik auf breiter Basis fur die Analytik unpolarer Verbindungen
zu beobachten war.
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Anhang
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Liste verwendeter Gerate und Hilfsmittel
Zu Kapitel “ 3. Versuche zur Aufkonzentrierung der organischen Inhaltsstoffe” auf Seite

25

Daten zur Probenvorbereitung durch Filtration sind aus den Beschreibungen zum Kapitel
“ 4. Untersuchungen zur Charakterisierung nach der molaren Masse” zu entnehmen.

Gefrieranreicherung
ProbengefaB

Zylindrischer Edelstahlbehidlter mit Acrylglasabdeckung und Isolierschicht.
190 Liter Innenvolumen.

Riihrer IKA RW47 (Janke & Kunkel) mit Paddelrihrer (Blattbreite 25 cm)
Kihlung Ultrakryostat (Colora MeBtechnik/Lorch) Methanol als Kihimittel
Vakuumverdampfung
Verdampfer

Rotavapor R (Buchi) mit Heizbad

Vakuumsystem
Vakkuumpumpe VakUUbrand RD8 (Brand) und Vakkuumkonstanthalter
Fischer HVYKH100 (Fischer)

Kihlung Je nach Anforderung: Leitungswasser, geschlossener Kihlkreislauf mit Kryo-
stat RC20 (MGW Lauda), Kuhlifallen (Isopropanol/Trockeneis)

Betriebsparameter
Heizbadtemperatur: 35 °C
Vakuum zundchst auf 60 Torr (bis Schaumen beendet), dann 1 Torr.

Gefriertrocknung

Gefriertrockner
Gamma lA (Christ)

Betriebsparameter
Vakkuum bei 0.1 mbar und Kondensatortemperatur bei -60 °C
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Messung des geldsten organisch gebundenen Kohlenstoffs (DOC)

Aufgrund der Wichtigkeit dieser MeB3gréBe wurden drei Systeme untersucht. Alle arbei-
ten mit IR-Detektoren, die aus der Probe gebildetes CO, in einem Tragergas-Strom be-
stimmen. Unterschiede bestehen prinzipiell in der Art der Oxidation der organischen In-
haltsstoffe der Probe.

Geridt mit UV-Rithrreaktor

Oxidationseinheit
UV-DOC-UNOR (Maihak, Hamburg)

Detektionseinheit
UNOR 4 N (Maihak, Hamburg)

Betriebsparameter

Probenvorbereitung (ggv. verdiinnen und Membranfiltration (<0.45 pm)); in
der Oxidationseinheit Vorlage von 250 ml dest. Wasser (pH=2.5 mit Schwe-
felsdure); Zugabe von bis zu 5 mi Probe. Strippen von Kohlendioxid, das aus
anorganischen Bestandteilen gebildet wird (mit Sauerstoff 4.6). Einschalten
der UV-Lampe, 10 Minuten Reaktionszeit im geschlossenen System. Danach
Ausstrippen des aus organischen Bestandteilen gebildeten Kohlendioxids mit
Sauerstoff und Transfer in die Detektionseinheit.

Eichung mit Oxalsaure.

Gerat mit UV-Dunnfilmreaktor

Oxidationseinheit
Dannfilmreaktor (Grantzel/Karlsruhe)

Detektionseinheit
Ultramat 3 (Siemens/Karlsruhe)

Betriebsparameter
Probenvorbereitung (ggv. verdinnen und Membranfiltration (<0.45 um));

Nullwasseranlage betrieben mit dest. Wasser (pH=2.5 mit Schwefelsdure);
Kontinuierliche Messung der Probe. Automatische Verdinnung im Verhéltnis
1/3. Automatische Entfernung von Kohlendioxid, das aus Carbonat nach An-
sduerung gebildet wird.

Eichung mit Kaliumhydrogenphthalat.
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Geridt zur Hochtemperaturveraschung

Oxidationseinheijt
Beckman 915 B (Beckman Instruments, Minchen)

Detektionseinheit
eingebauter |IR-Detektor

Betriebsparameter
Probenvorbereitung (ggv. verdinnen und Membranfiltration (<0.45 um)),
dann ansduern auf pH=3 und strippen von Kohilendioxid. Einspritzen der
Probe (150 ul).
Eichung nach Herstellerangaben mit Oxalsdure.

Fir Konzentrationsbereiche, in denen alle drei Geratetypen verwendet werden konnten,
ergaben sich in der GréBenordnung vergleichbare Ergebnisse. Die Nachweisgrenze des
Hochtemperaturgerates hiangt vom Zustand des Oxidationskatalysators im Hochtempe-
raturbereich ab. Die Qualitat der Ergebnisse bei Verwendung des ersten Gerates hangt
vom Grad der Aufsalzung durch Mehrfacheinspritzungen und groBe Probenvolumina ab.
Die Wirksamkeit der 183-nm-Linie der UV-Tauchlampe a8t mit zunehmender Aufsalzung
stark nach. Konstruktionsbedingt war dieser Effekt bei Verwendung des Dinnfilmreaktors
nicht zu beobachten.

Aufgrund seiner sehr niedrigen Nachweisgrenze wurde in den meisten Féllen der UV-
Dunnfilmreaktor zur Bestimmung des DOC verwendet.
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Zu Kapitel “ 4. Untersuchungen zur Charakterisierung nach der molaren Masse” auf
Seite 33

Grobfiltration
Glasfaserfilter SM134 (Sartorius, Goéttingen) mit Filterhalter aus Edelstahl und
Druck-VorratsgefaB mit 30 Litern Volumen (Amicon, Witten)
Max. Druck: 1.5 At

Rihrzellensystem
Filterhaiter mit integriertem Rihrer und 50 ml Fassungsvermogen (Amicon)
fur Membranen mit 43 mm Durchmesser.

Membrane <0.45 fM....viiiiiiiiiierninennes (SM113, Sartorius)
Membrane 30000 D Trenngrenze............... (PM30, Amicon)
Membrane 10000 D Trenngrenze............... (UM10, Amicon)
Membrane 1000 D Trenngrenze.........c.ccc.e. (UM2, Amicon)
Membrane 500 D Trenngrenze................... (UMGO5, Amicon)

Druckerzeugung pneumatisch (Stickstoff), max 4.9 kg/cm?

Tangentialstrémungs-System
Pellicon Kassetten-System (Millipore/Eschborn)
Membrane <0.45 um ... HVLP 0.46 m? (Millipore)
Membrane 100000 D nomineile Trenngrenze PTHK 0.46 m? (Millipore)
Membrane 10000 D nominelle Trenngrenze .PLGC 0.46 m? (Millipore)
Membrane 1000 D nominelle Trenngrenze ...PCAC 0.46 m? (Millipore)
Druckerzeugung mittels Zahnradpumpe: 1.5 At

Gelfiltration
TSK-HW-40 als stationdre Phase (Merck/Darmstadt) und Natriumdihydrogen-
phosphat (Cyazros= 0.01 mol/l) als Eluent; FluB: 1 ml/min.; Anlage am Engler-

Bunte-institut/Karisruhe (Dr. Fuchs).
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Zu Kapitel “ 5. Untersuchung der anorganischen Bestandteile” auf Seite 45

Réntgendiffraktometrie von auftretenden Niederschlagen
Durchgefihrt am Inst. f. Neutronenphysik und Reaktortechnik des KfK (Dr.
Schumacher).

ICP-Spektroskopie von NaOH-Aufschlissen der Probe
Bei der Hauptabteilung Sicherheit des KfK durchgefihrt.

lonenchromatographie von Anionen
lonenchromatograph 2000i {Dionex) nach den Vorschriften des Herstellers.

Phosphat-Bestimmung
Nach DEV ([18]) mit AufschluB

Silikat-Bestimmung
Nach Page [60] (Entsp. DEV-Vorschrift mit einer Modifikation des Aufschlus-

ses).
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Zu Kapitel “ 6. Untersuchungen zur Elektrodialyse von Kldranlagenabldufen” auf Seite
47

Elektrodialyse-Anlage
BEL 2 (Berghof, Eningen)

Austauschermembranen
Kationenaustauschermembran: Seleminon CMV
Anionenaustauschermembran: Seleminon AMV

Elektrische Spannung
2 Volt/Membranpaar

Elektrodenspiiung
0.1 % Na,SO,

Vorlage Konzenlratseite
Dest. Wasser oder 0.1 % HCI



- 129 -

Zu Kapitel “ 8. Weitere Abtrennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix”
auf Seite 57

Adsorption an Kieselgel
Séaule: 30 cm Léange, 2.6 cm i. D.; gefulit mit Kieselgel Woelm 32 - 64 ym
(80 g).
Elutionsmittel: Acetonitril (p. A.)/Wasser 85/15 Volumenteile
FluBrate: 1 ml/min.
Pumpe: Serva LDP13A
Fraktionensammler; UtroRAC (LKB)
Proben: wassrige Extrakte der ETM 1000

Adsorption an XAD-8
XAD-8 (Serva/Heidelberg 42863) gereinigt mit Acetonitril, Diethylether, Me-
thanol und Wasser (Soxhlet-Extraktor); in Chromatographiesidule aus Glas
(1.D.=2 cm, Betthohe=7 cm)
Kohlenstoffabgabe an dest. Wasser: <0.1 mg/L.
Jeweils 10 Liter Probe (Bioablauf <1000 D) uber Saule mittels Tropftrichter.
FluB =22 ml/min. und 10 ml/min.
Desorption mit 100 ml Methanol bzw. 200 m! Natronlauge (0.1 mol/l)

Adsorption an Aktivkohle
Aktivkohle (Merck Nr.2186/Darmstadt) gereinigt mit Acetonitril, Diethylether
Methanol und Wasser (Soxhlet-Extraktor); in Chromatographiesdule aus Glas
(1.D.=2 cm, Betthbhe=7 cm)
Kohlenstoffabgabe an dest. Wasser: <0.1 mg/I.
Jeweils 10 Liter Probe (Bioablauf <1000 D) dber Sdule mittels Tropftrichter.
FluB=14 ml/min.
Desorption mit Methanol bzw. Natronlauge {0.1 mol/l}

Bestimmung des gesamten organisch gebundenen Kohlenstoffs (TOC)
Coulomat 701 (Strohlein, Kaarst)
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Zu Kapitel “ 9. Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit” auf Seite 67

Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB)
Kivettentest CSB150 (WTW). Nach Angaben des Herstellers.

Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB)
Sapromat (Voith). Nach Angaben des Herstellers.
Bis zu 20 Tagen inkubationszeit.
Eichung mit Glutaminsdure/Glucose-Standard nach DEV
Hemmung der Nitrifikation mit Allylthioharnstoff.

Zu Kapitel “ 10. Untersuchung der Lichtabsorption” auf Seite 73

UV/VIS-Spektroskopie
Pye Unicam PU 8800 (Philips, Kassel)
Typ 8451 (Hewlett Packart, Waldbronn)

IR-Spektrometer
Typ 283 (Perkin-Elmer, Uberlingen)
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Zu Kapitel “ 11. Untersuchung definierter Stoffgruppen” auf Seite 77

Bestimmung des DON

AufschluB8 Bis 500 ml Probe in Kjeldahlkolben geben, mit NaOH (30 %) auf pH= 11 brin-
gen. Gegebenenfalls mit Wasser auf 500 ml auffillen. Zur Entfernung von
NHF 200 ml Wasser abdestillieren, 20 ml Schwefelsdure (96 %) und 1 Spatel-
spitze Se-Reaktionsgemisch nach Wieninger (Merck, Darmstadt) zugeben.
Kochen bis weie Schwefeltrioxid-Nebel auftauchen und bis eine klare L&-
sung entsteht.

Destillation
Uberspiilen des Aufschlusses in eine Destillationsapparatur, alkalisieren mit

NaOH (30 %) und abdestillieren des Ammoniaks in Vorlage, die einige Millili-
ter Borsdure-Losung (1 %) enthdlt. Nach 200 ml Destillat auffillen mit Wasser
auf 500 ml.

Phot. Bestimmung
20 ml aus der Vorlage abpipettieren, 30 ml destilliertes Wasser und 1 ml

Nesslers Reagenz zugeben.
Nach 20 Min. phot. Bestimmung bei 425 nm mit 1 cm Schichtdicke gegen

Wasser.

Eichkurve mit Ammoniumchlorid.

Reagenzienblindwert | 0.0032 AU incm™
0.1 mg/l N; 0.0040
0.5 mg/! N: 0.0344
1.0 mg/i N; 0.0653
3.0 mg/I N: 0.1917
7.0 mg/l N: 0.4234
10.0 mg/l N: 0.6142

Wiederfindung mit Leucin als Standard: 99.2 % (Mittelwert aus 3 Best.)
Aminogruppenbestimmung

Reagenz

1. 80 g Ninhydrin in 750 ml Methylcellosolve idsen
2. 1.6 g SnCl, in 250 mi Natriumacetat/Essigsaure-Puffer (jew. 4 mol/l) 16sen.
3. Beide Komponenten mischen. Reagenz jeweils frisch bereiten.

Reaktion Klare wéssrige Probe im Verhiitnis 1+ 1 (v/v) mit dem Reagenz mischen.
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20 min. bei 80 °C reagieren lassen und auf Raumtemp. abkihlen.
Zum Teil tritt bei Proben Tribung auf, dann Filtration durch Celluloseacetat-
Filter (<0.45 ym)

Photomnetrie
Bei 570 nm mit 1 cm Schichtdicke gegen Wasser

Eichkurve mit Leucin als Eichsubstanz

Reagenzienblindwert | 0.0053 AU in cm™
1 mg/l Leucin: 0.107
3 mg/l 0.250
5 mg/I 0.387
10 mg/l 0.720
20 mg/I 1.413

Entfernung von Ammoniumionen durch Stickstoff oder Wasserdampf

Stickstoff 5 ml Probe + 40 u1 Natronlauge (30 %) mischen.
30 min Stickstoff durch den Ansatz leiten.
AnschlieBend 1 Tr. Phenolphthaleinlésung zugeben und mit Salzsdure neu-
fralisieren zur photometrischen Bestimmung.
Dieses Verfahren ist ab pH> 12 brauchbar.

Kldranlagenablauf : 0.03 mg/I N und 0.04 mg/l Amino-N
Klaranlagenablauf + 20 mg/l NH#: 0.03 mg/I N und 0.02 mg/l Amino-N

Wasserdampf
Bis 500 ml Probe (ggf. mit Wasser auffiillen) mit Natroniauge auf pH=11 ein-
stellen. 200 ml abdestillieren und mit Salzsdaure gegen Phenolphthalein neu-
tralisieren.

Hydrolyse gefriergetrockneter Préparate
0.1 g Probe in 5 ml Trifluoressigsdure (ccrcoon = 2mol/l) suspendieren. In
Glasampulle fullen, evakuieren und zuschmelzen. 8 Std. bei 105 °C hydroly-
sieren. AnschlieBend erneut Gefriertrocknung.

Dunnschichtchromatographie von Aminoséduren

Plattenmaterial
Kieselgel G25HR, 0.25 mm Schichtdicke {Roth, Karlsruhe)

FlieBmittel fur Entwicklung in erste Dimension
Ammoniaklésung (17 %)/Methanol/Chloroform (1 + 1 + 2Vol. T.)
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FlieBmittel fur Entwicklung in zweite Dimension
Phenol/Wasser (3 + 1 Gew. T.)

Aminosédurestandards
Merck, Darmstadt, und Serva, Heidelberg. Eingesetzt wurden Lésungen von
10 g/l je Aminosadure. Die Auftragsmenge war 3 ul.

Probenmaterial
Wdissrige, hydrolysierte Extrakte der ETM1000. Maximal auf die Platten auf-
gegebene Menge: 3.5 yg DOC pro Startfleck.

Entwicklung
In einer “U-Kammer” in jede Dimension einmal unter Zwischentrocknung

(105 °C/10 min)

Detektion Besprihen mit Ninhydrin-Reagenz und Erwarmen der Platte (105 °C/5 min).
Das Reagenz ist unter “Aminogruppenbestimmung” beschrieben.

HPLC-Bestimmung von Aminosduren

Derivatisierung
Nach Parris/Gallelli [64]
8.6 mg Dansylchlorid (Serva) in 2 mi Aceton gelést. Jeden Tag frisch bereiten.
Proben in Natriumcarbonat-Losung (Cuacos = 0.1mol/l) 16sen und mit Salzsdure
(Cher = 6mol/l) auf pH=9 einstellen.
Probeniésung und Reagenzlésung im Verhdaltniss 1+ 1 (v/v) mischen.
Nach 10 Minuten 100 I davon mit 2 mi Eluent 1 verdinnen und sofort chro-
matographieren (100 ul Einspritzmenge).

Chromatographische Ausriistung
2 Pumpen Mod. 414 mit hochdruckseitiger Mischkammer (Kontron, Eching).
UV/VIS Spektralphotometer UVICON mit 8 gl DurchfluBzelle (Kontron). Zur
Aminosdureanalytik auf 254 nm eingestellt
Steuer- und Auswerteeinheit ANACOMP 220 (Kontron).
Einspritzblock Mod. 7125 mit 100 uyl Probenschieife (Rheodyne)
Sdule RP18 (Spherisorb 5 ODS 250 x 4.6), Vorsédule 30 x 4.6.
Elutionsmittel 1:
Natriumacetatldosung (Cyaa. = 0.05mol/1}/Acetonitril/lsopropanol (825/125/50
v/v} mit Salzsdure auf pH=6.3 eingestellt.
Elutionsmittel 2:
Natriumacetatiosung (Cnaac = 0.05mol/1)/Acetonitril/lsopropanol (490/500/10
v/v) mit Salzsdure auf pH=#6.5 eingestelit.
FluB= 1 ml/min
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Gradientenprogramm :

00.00 Min 00.0 %
37.00 Min 13.0 %
42.00 Min 16.0 %
46.00 Min 33.0 %
68.10 Min 40.0 %
72.00 Min 50.0 %
82.00 Min 90.0 %
90.00 Min 97.0 %

isokratisch bis 68 Min

0o LW womw

Relative Empfindlichkeit des gesamten Verfahrens : (Peakflache/Stoffmenge
in mV min/nmol)

Aminoséure Resp.faktor inj. Menge| Aminosdure Resp.faktor inj. Mengel

mV Min/nmol nmol mV Min/nmol nmol
Alanin 4.25 4.29 Lysin 13.25 1.90
a-Am.butters. 7.94 1.87 Methionin 8.21 2.27
Asparagin 3.45 1.68 Norleucin 12.52 1.32
Asparaginsre. 4.38 1.46 Phenylalanin 9.09 1.03
Cystein 6.43 1.81 Serin 4,31 2.34
Glutamin 4.62 1.58 Thyrosin 6.6 2.46
Glycin 10.10 5.34 Tryptophan 10.09 1.64
Histidin 11.76 1.95 Valin 9.95 2.84
Leucin/i-Leu. 8.55 4.23

Normierte Retentionszeiten (' = tas = toansyinyaroxa iN Min) :

Aminosaure rel. Ret. Zeit Aminosdure Rel Ret. Zeit
Alanin 18.55 Lysin 82.57
a-Aminobuttersdure 26.44 Methionin 43.52
Asparagin 3.84 Norleucin 61.35
Asparaginsaure 1.17 Phenylalanin 61.35
Cystein 68.98 Serin 7.93
Glutamin 1.17 Thyrosin 79.65
Glycin 12.50 Tryptophan 58.69
Histidin 15.72 Valin 78.05
Leucin/iso-Leu 56.29
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Bestimmung Methylenblau-aktiver Verbindungen

Methode

DEV H 23 [18]

Photometer

Eichkurve

Pye Unicam 8800 (Philips, Kassel)

265.4 mg Dodecylbenzolsulfonsauremethylester nach Vorschrift verseift und
auf 500 m! aufgefillt. Davon 25 ml auf 500 m! verdinnt und davon jeweils 1,
2, 4, 8 mi auf 100 ml aufgefilit. Nach Bildung und Extraktion des lonenpaar-
komplexes mit Methylenblau wird die Extinktion des Tensid-Methylenblau-
Komplexes bei 650 nm gegen Chloroform bei 1 cm Schichtdicke bestimmt.

Reagenzienblindwert | 0.011 AU in cm~’
210,2 pug/t Tensid: 0.135
420.4 ug/i 0.222
840.7 ug/l 0.443
1681,5 ug/i 0.821

Bestimmung von Kohlenhydraten mit Anthron

Reagenz

20 mg Anthron p. A. (Merck, Darmstadt) in 80 mi Schwefelsdure conc. iésen
und vorsichtig 20 ml Wasser zugeben.

Durchfithrung der Farbreaktion

1 ml Probe in Erlenmeyer Kolben (100 mi} mit Schliff geben

1 ml Salzsdure conc. dazupipettieren

0.1 m! Ameisensaure (88 %) zugeben

8 ml Anthron-Reagenz zufugen, vorsichtig (schdaumt) mischen

und 12 min im siedenden Wasserbad reagieren lassen.

Unter dem Wasserhahn abkihlen, in Kavetten fullen, im Exsikkator kurz eva-
kuieren {Gasblasen werden entfernt).

Photomelrie

Gerat wie in ob. Methode. Messung bei 627.5 nm gegen Wasser mit 5 cm
Schichtdicke.

Eichkurve mit Xylose als Standard

Reagenzienblindwert | 0.082 AU in cm™
25 mg/l Xylose 0.172
50 mg/| 0.295
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Eichkurve mit Glucose als Standard

Reagenzienblindwert | 0.082 AU in cm™
1 mg/l Glucose 0.128
4 mg/l 0.183
7 mg/l 0.303
10 mg/I 0.379

Bestimmung von Kohlenhydraten mittels DC

Plattenmaterial
SIL G 25 (Macherey & Nagel, Diiren)

FlieBmittel
Acetonitril/Wasser (85/15 Vol. T.) 3 x entwickelt

Detektion Sprihreagenz: 1 g Diphenylamin in 1 mi Anilin 16sen, 50 ml Methanol zugeben
und mit 5 mi Phosphorsaure ansduern.
Nach Besprihen 10 Min. bei 105 °C im Trockenschrank erwdrmen.

Konzentration der Standards
0.2 % in Methanol/ Wasser (40/60 v/v)

Nachweisgrenze bei 2 yg/Kohlenhydrat.
Bestimmung von Kohlenhydraten mitteis HPLC

HPLC-Anlage
Vergleiche “HPLC-Bestimmung von Aminosduren” auf Seite 133

Saule Nucleosil-5-NH, (200x4) und Vorsadule (30x4)
Eluent Acetonitril/Wasser (80/20 Vol.T.) 1 ml/min.

Detektion UV-Licht bei 180 nm (Photometer der HPLC-Anlage).
Ri-Detektor Typ 1034 (Hewlett Packart, Waldbronn), in Serie mit UV-Detektor

geschaltet.
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Zu Kapitel “Vorversuche zur flissigkeitschromatographischen Trennung” auf Seite 104

Anlage

Alle Versuche zur Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie wurden mit der
bereits beschriebenen Anlage (“HPLC-Bestimmung von Aminosduren” auf
Seite 133) durchgefuhrt.

Eluenten zur HPLC

Die als Eluenten eingesetzten Losungsmittel hatten HPLC-Qualitat
(“LiChrosolv”/Merck, “Gradient Grade”/Baker). Verwendet wurden haupt-
sdchlich Acetonitril, Methano! und Isopropanol. Wiassrige Eluenten (Puffer)
wurden aus destilliertem Wasser hergestellt, das speziell durch UV-Oxidation
von organischen Spurenstoffen befreit wurde. Nach Herstellung der Puffer
wurden diese durch anorganische Membranfilter (Anotop/Merck 0.2 ym) in
einem Filterhalter aus Edelstahl (SM 16201/Sartorius) filtriert, um partikelfreie
Losungen zu erhalten.

Verwendete Séaulen:

Nucleosil 50-5 (200x4) und Vorsiule (30x4) (Macherey & Nagel, Diren)
Nucleosil 300-5 Cys (250x4) und Vorsaule (30x4) (Macherey & Nagel)
Nucleosil 5 CN (200x4) und Vorsaule (30x4) (Macherey & Nagel)

S160 Polyol 3 ym (250x4) (Serva, Heidelberg) und Vorsdule S1100 30 ym
(30x4) (Merck, Darmstadt)

Verwendete Detektoren

UV-Photometer der HPLC-Anlage, sowie Brechungsindex-Detektor Typ 1034
(Hewlett Packart, Waidbronn)

Dinnschichtchromatographie

Trennkammern

U-Kammern (Desaga, Heidelberg)

Plattenmaterial

SIL G 25 (20x20) (Macherey & Nagel, Diiren)
Kieselgel 60 Fy, (20x20) (Merck, Darmstadt)
PSC Kieselgel Fg4 (20%x20) (Merck)

HPTLC CNF,, (10x10) (Merck)

RP18BF:S (5x10) (Merck)

Stationare Phase fir selbstgestrichene Platten

Kieselgel 60 PF., gipshaltig (Merck)
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Menge fir unterschiedliche Schichtdicken nach den Angaben des Herstellers
in Wasser suspendiert und auf Platte in PVC-Rahmen gegossen. Aktivierung
der getrockneten Platten bei 105 °C.

FlieBmittel
Aus Losungsmitteln in “p. A.”- oder vergleichbaren Qualitaten.

Verwendete Spriihreagenzien
Herstellung nach Stahl [76]

Alkalische Permanganat-Lésung (reduzierende Verbindungen).
Diphenylamin/Anilin/Phosphorsdure in Methanol (Kohlenhydrate)
Dichlorphenol/Indophenol (organische Saduren)

Ninhydrin in Cellosolve (Aminogruppen)

Jod in Kaliumjodid-L.6ésung (organische Verbindungen allgemein)
Dibromchinonchlorimid (Phenole)

Dinitrophenylhydrazin (Carbonyl-Gruppen)
Dimethylaminozimtaldehyd (Indole)

® © © © e © e o

Spektrometer zur Untersuchung der préparativen Fraktionen
IR-Spektrometer Typ 283 (Perkin-Elmer, Uberlingen) fir normale KBr-Press-
linge und Mikro-Presslinge mit Bleimanschette.
FTIR-Spektrometer Digilab FTS 40 (Biorad) des Engler-Bunte-Institutes in
Karisruhe {Herr Scheck) fur Mikropressilinge mit Bleimanschette.
UV-Diodenarray-Spektrometer Typ 8451 (Hewlett Packart, Waldbronn)
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Zu Kapitel “ 12. Kopplung von chromatographischen und spektroskopischen Methoden”
auf Seite 93

HPLC/IR-Kopplung
HPLC-Anlage
Typ C 21 (Bruker, Karlsruhe)
Saule Nucleosil-5-CN 200x4 u. Vorsdule 30x4

Eluent Dichiormethan/Tetrahydrofuran (90/10 Vol. T.)
FluB: 0.5 ml/min

Interface  NaF-DurchfluBzelle m. Uberdrucksicherung

Spektrometer
IFS62 FTIR-Spektralphotometer (Bruker, Karisruhe)

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit der Fa. Bruker (Herr Landt) durchgefihrt.
HPLC-MS-Kopplung

Drei verschiedene Systeme wurden verwendet.

1.) Direktinjektion des Eluenten in die lonenquelle:

HPLC-Anlage
Typ 1090 (Hewiett Packart, Waldbronn)

Saule Nucleosil 120-3 Cqs {250x4) und Vorsiule (30x4) (Macherey & Nagel)

Mobile Phase
Eluent A: Dest. Wasser pH=2.1 mit Saizsdure
Eluent B: Acetonitril/Methanol (90/10 Vol.T.)
Gradient:

00.00 Min 00.0 % B isokratisch bis 5 Min
10.00 Min 10.0 % B isokratisch bis 20 Min
60.00 Min 50.0 % B

100.00 Min 100.0 % B isokratisch bis 110 Min

Massenspekirometer
Typ 5988 (Hewlett Packart) mit beheizbarer Eluenten-Transferleitung.

Untersuchungen wurden durchgefihrt in Zusammenarbeit mit der Fa. BASF, Ludwigsha-
fen (Dr. Merz, Dr. Randt).
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2.) Uberfithrung des Eluenten mittels Zerstiuber in die lonenquelle:

HPLC-Anlage
Typ 1050 (Hewlett Packart, Waldbronn)

Saule Nucleosil 120-3 C,3 (250x4) und Vorséaule (30x4) (Macherey & Nagel)

Mobile Phase
Eluent A: Dest. Wasser + 0.1 % Trifluoressigsdure
Eluent B: Acetonitril/Methanol (90/10 Vol.T.) + 0.1 % Trifluoressigsdure
FiuB: 0.5 mi/min
Gradient

00.00 Min 00.0 % B isokratisch bis 5 Min
10.00 Min 10.0 % B isokratisch bis 20 Min
60.00 Min 50.0 % B

100.00 Min 100.0 % B isokratisch bis 110 Min

Interface zwischen HPLC und MS
Particle Beam Interface {Hewlett Packart)

Massenspektrometer
Typ 5988 (Hewlett Packart)

Untersuchungen wurden durchgefihrt in Zusammenarbeit mit der Fa. Hewlett Packart,
Waldbronn (Dr. Ginther).

3.) Kopplung von HPLC und Triple-Stage Massenspektrometer

HPLC-Anlage
Ytp 510 (Waters, Eschborn)

S&ule Nucleosil 50-5 (200x4) und Vorsdule (30x4) (Macherey & Nagel)

Mobile Phase
Eluent A: Acetonitril
Eluent B: Wasser
FluB: 0.5 ml/min
Gradient

00.00 Min 00.0 % B isokratisch bis 5 Min

35.00 Min 100.0 % B isokratisch bis 45 Min

60.00 Min 00% B
Fur Probenaufarbeitungen mit wesentlichen Mengen an anorganischen In-
haltsstoffen ist es notig, mit hoherem Wasseranteil zu beginnen. In Acetonitril
schlecht Igsliche Verbindungen fallen sonst am Sé&ulenkopf aus und reifen
organische Bestandteile mit.
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Massenspektrometer
TSQ 7070 (Finnigan MAT, Bremen)

Untersuchungen wurden durchgefihrt in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Sied-
lungswasserwirtschaft der TH Aachen (Dr. Schroder)

GC-MS-Kopplung
GC-System
GC-MS-System 4500 B (Finnigan MAT, Bremen)
Injektor  KAS-1 (Gerstel, Mithlheim)
Séule DB-5256 m

Temperaturprogramm
3 min auf 70 °C
mit 10 °C/min auf 150 °C
mit 5 °C/min auf 275 °C

Messungen durchgefuhrt am Inst. fur heiBe Chemie des Kernforschungszentrums Karls-
ruhe (Dr. Stieglitz, Herr Roth).
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Tabellenanhang
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Tabellen zu “ 2. In Kldranlagenablédufen bisher identifizierte Verbindungen” auf Seite 5

Tabelle 29. Einzelne identifizierte Kohlenhydrate und ihr Anteil am DOC: Mit (*) bezeich-
nete Verbindungen nach Waggott [85] direkt im Klsranlagenablauf bestimmt.
Alle Ubrigen Verbindungen nach Hejzlar [31] als Monomere von Polysacchari-

den.
Verbindung Anteil am DOC Verbindung Anteil am DOC

in % in %
Glucose {*) 0.1 Ribose/Arabinose 0.005
Fructose (*) 0.05 Xylose 0.011
Rhamnose/Fucose 0.15 N-Acetyl-Galactosamin 0.005
Mannose 0.002 Glucosamin 0.029
Galactose 0.048 Galactosamin 0.016
Glucose 0.060 Fucosamin 0.009

Tabelle 30. Einzelne identifizierte Aminosduren: Pitt, Legube und Scully bestimmten Ami-
nosduren ohne Hydrolyse. Hejzlar untersuchte nur die hochmolekulare Ablauf-
fraktion. 8amtliche Daten beziehen sich auf membranfiltriertes biologisch ge-
reinigtes Abwasser.

Legube | Waggott | Scully Pitt Parkin Hejzlar

ug/l AS | ug/l AS | pug/l AS | ug/l AS | g/l AS | ug/l AS
Alanin 1.1 5 Spuren 10 30
2-Amino-Buttersre. 100 0.6
Arginin 0.2 1.4
Asparaginsdure 0.1 Spuren 33 30
Glutaminsdure 0.7 10 Spuren 7 0.6
Glycin 0.3 15 30 19 58
Histidin 0.2 11 Spuren
Isoleucin 5 2.6 18
Leucin 11
Lysin 4 23 18
Methionin Spuren
Phenylalanin 40 3.5 25
Prolin 11
Serin 0.2 0.5 Spuren 41 15
Threonin 0.4 0.3 Spuren 18 22
Thyrosin Spuren 2.6 6.3
Valin 100 11 10
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Alle Angaben bezie-

hen sich auf den DOC-Gehalt des Ablaufs der biologischen Klarstufe

Anion. Tenside

Kation Tensidgl N.ion. Tenside

opt. Aufheller

(MBAS) (DSBAS) (BiAS)

in % des DOC/| in % des DOC{ in % des DOC| in % des DOC
Painter (1961) 10
Painter 1973 3.2 1.6 0.5
Helfgott/Hunter 10
Rebhun/Manka (1971) 7
Rebhun/Manka (1974) 16
Rebhun/Manka (1980) 15
Waggott 3.5 1.5 9
Topping/Waters 3 1 0.6
Giger 0.3
Turner 4 2
Pefts 1.5
Brown/de Henau 0.43
Brown/de Henau 0.74
Lahl/Burbaum 0.7 0.2 2.7
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Tabelle 32. Einzelne identifizierte Waschmittelinhaltsstoffe: Fettsduren sind mit aufgefiihrt,
da sie als MBAS miterfaBt werden. Zusammenstellung der Daten mehrerer Au-
toren. Prozentangaben beziehen sich auf den Anteil am DOC.

Komplexbildner EDTA 0.30 %
NTA 0.03 %
1.01 % Polycaboxylate 0.68 %
Cumarin-Deriv. 0.01 %
. Dimorpholin-Deriv. 2.80 %
Optische Aufheller Tetraanilin-Deriv. 1.10 %
8.60 % Di-N-Me-Ethanolamin-D. 0.35 %
E e Trans-p-Stilben-Deriv. 2.8 %
Cis-p-Stilben-Deriv. 1.4 %
Nonylphenol 0.18 %
NP-1-EO 0.64 %
P : NP-2-EO 0.33 %
Nichtionische Tenside Octylphenol-1-EQ 0.03 %
1.44 % OP-2-EO 0.05 %
e OP-1-Ethoxylcarboxylat 0.10 %
OP-2-Ethoxylcarboxylat 0.09 %
OP-4-Ethoxylcarboxylat 0.02 %
Distearyldimethylammoniumchlorid 0.500 %
Kationische Tenside Laurylmethylammoniumchlorid 0.007 %
Myristyimethylammoniumchlorid 0.006 %
0.54 % Palmitylmethylammoniumchlorid 0.009 %
Stearylmethylammoniumchlorid 0.013 %
Capronséaure 0.42 %
l.aurinsaure 0.19 %
Myristinsdure 0.42 %
Fettsiuren Palmitinsdure 1.50 %
€ Palmitoleinsdure 1.50 %
Stearinsdure 1.30 %
0, .
7.40 % Olsdure 1.70 %
Linoisdure 0.30 %
Arachidonsédure 0.05 %
Erucasaure 0.02 %
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Tabelle 33.  Summarische MeBgroBien und ihr Anteil am DOC: Zusammenstellung von Li-
teraturdaten fiir ausgewahlte summarische MeBgroéBen.

MeBgroBe Bereich der Werte Mittelwert 6
Gesamtkohlenhydrate 24-118 % 6.4 %
Freie Aminosduren 0.3- 28 % 1.1 %
Proteine 7 2.2-10.0 % 53 %
Methylenblau-aktive Substanzen 1.5-17.2 % 8.6 %
Disulfinblau-aktive Substanzen 02- 1.0% 0.6 %
Wismut-aktive Substanzen 03- 27 % 1.1 %
Optische Aufheller 05- 86 %

Komplexbildner 1.0 %

Tabelle 34. Einzelstoffe und ihr Anteil am DOC: Zusammenstellung von Literaturdaten fir
ausgewdahite Einzelstoffe und deren Zusammenfassung zu Stoffgruppen zum
Vergleich mit Summenparameter-Daten.

Klasse der Einzelstoffe Anteil am DOC
Kohlenhydrate © 0.6 %
Freie und gebundene Aminosduren 9 1.0 %
Fettsduren 7.0 %
Kationische Tenside 0.5 %
Abbauprodukte nichtionischer Tenside 1.1 %
Komplexbildner 1.0 %
Fliichtige Sauren 1.4 %
Fliichtige Basen 0.04 %
Kernbasen und Derivate 1.0 %
Weichmacher 0.5 %
Steroide 0.3 %
Chlorierte Verbindungen < 0.01 %
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Tabellen zu “ 3. Versuche zur Aufkonzentrierung der organischen inhaltsstoffe” auf
Seite 25

Tabelle 35. Wiederfindung Gefrieranreicherung: Versuche mit membranfiltriertem Ablauf
einer biologischen Klarstufe,

Anreicherungs- Ausgangs- End-DOC | Ausgangs- End- DOC-Wieder-
faktor DOC (mg/l) Volumen Volumen findung
(mg/l) (1) ) (%)
2.3 5.2 11.9 150 65 99
33 6.2 21.2 100 30 102
3.3 4.7 13.8 150 50 98
3.8 6.2 21.0 150 40 90

Tabelle 36. Wiederfindung Vakuumverdampfung (1): Versuche mit membranfiltriertem
(0.45 um) Ablauf einer biologischen Klarstufe. Technische Parameter siehe Text.

Probe Ausgangs-| End-DOC | Ausgangs- End- DOC-Wieder-
pDoC (mg/l) Volumen Volumen findung
(mg/l) {(ml) (m1) (%)

Leo < 0.45 ym 8.6 178 2000 50 51.8

Leo < 0.45 um 8.5 237 2000 50 69.7

Leo < 0.45 ym 8.54 425 3480 50 70.6

Tabelle 37. Wiederfindung Vakuumverdampfung (2): Versuche mit diafiltriertem (<1000 D)
und elekirodialysiertem Ablauf einer biologischen Klarstufe. Technische Para-
meter siehe Text.

Probe Ausgangs-{ End-DOC | Ausgangs- End- DOC-Wieder-
DOC (mg/l) Volumen Volumen findung
{mg/l) {(ml) (mi) (%)

Leo < 1000 D 1.4 119 1000 10 85.1

elektrodialysiert

Leo < 1000 D 1.6 201.3 500 3.1 78

elektrodialysiert




Probe Ausgangs- End-DOC Ausgangs- Endvolumen | DOC-Wieder-| DOC-Wieder-

DOC (mg/l) volumen (mt) findung findung

(mg/h) (ml) Konzentrat Destillat

(%) (%)

Leo < 1000 D 2.6 134.1 4000 50 64.5 -
Leo < 1000 D 24 50.6 1000 30 63.7 -
Leo < 1000D 2.0 201.3 500 5 43.6 -
Leo < 1000 D 2.0 42.7 500 15 68.3 -
Leo < 1000 D 2.7 164.5 5000 50 63.0 9.0
Leo < 1000 D 24 36.2 2000 80 60.3 8.3
Leo < 1000 D 24 85 1000 17 61.8 12.5
Leo < 1000 D 2.8 78.2 2000 100 70.3 8.8
pH 4
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Tabellen zu “ 4. Untersuchungen zur Charakterisierung nach der molaren Masse” auf
Seite 33

Tabelle 39. Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (1): Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem biologisch gereinigten Abwasser. Eigene Unter-
suchungen durchgefiihrt im Engler-Bunte-institut/Universitat Karlsruhe.

Molmassenbereich < 115 115-250 | 250-526 | 526-1144 | > 1144 Adsor-
(Dalton) biert
Verteilung des DOC 11.2 9.6 14.2 14.5 28.6 21.9
(%)

Tabelle 40. Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (2): Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem biologisch gereinigten Abwasser durch Sachdev

[70]
Molmassenbereich > 120 120-450 700-1500 > 1500 Adsorbiert
{Daliton)
Verteilung des DOC 21.1 33.7 17.4 20.4 7.2
(%)

Tabelle 41. Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (3): Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem biologisch gereinigten Abwasser durch Sachdev

[70]
Molmassenbereich > 120 120-450 700-1500 > 1500 Adsorbiert
(Dalton)
Verteilung des DOC 225 31.6 12.7 28.8 4.4
(%)

Tabelle 42, Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (4): Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem biologisch gereinigten Abwasser durch
Parkin/McCarty [63]

Molmassenbereich > 165 165-340 340-780 | 780-1800 | > 1800 Adsor-
{Dalton) biert
Verteilung des DOC 6 7 22 16 9 40
(%)

Tabelle 43. Molmassenverteilung eines Kldarschilammextraktes: Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem Klarschlammextrakt durch Baham/Sposito [6]

Moimassenbereich < 700 700-1500 > 1500 Adsorbiert
(Dalton)

Verteilung des DOC 24 22.5 43 8.5
(%)
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Tabelle 44, Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (5): Untersuchungen mittels
Gelchromatographie an einem biologisch gereinigten Abwasser durch Keller et

al. [38]
Molmassenbereich < 165 165-800 800-1800 > 1800 Adsorbiert
{Dalton)
Verteilung des DOC 6 21 30 43 3
(%)

Tabelle 45, Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (6): Untersuchungen mittels
Membranfiltration an einem biologisch gereinigten Abwasser durch
Amy/Bryant/Belyani [4]

Molmassen- < 500 500-5000 5000- 10000- 30000- > 100000
bereich (D) 10000 30000 100000

Verteilung 38 3 26.1 7 4.9 22
des DOC (%)

Tabelle 46, Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (7): Untersuchungen mittels
Membranfiliration an einem biologisch gereinigten Abwasser durch

Amy/Bryant/Belyani [4]

Molmassen- < 500 500-5000 5000- 10000- 30000~ > 100000

bereich (D) 10000 30000 100000
Verteilung 34 28 17 0 1" 10
des DOC (%)

Tabelle 47, Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (8): Untersuchungen mittels
Membranfiltration an einem biologisch gereinigten Abwasser durch
Amy/Bryant/Belyani [4]

Molmassen- < 500 500-5000 5000- 10000- 30000- > 100000
bereich (D) 10000 30000 100000

Verteilung 33 31 18 0 9 9
des DOC (%)

Tabelle 48. Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (8): Untersuchungen mittels
Membranfiltration an einem biologisch gereinigten Abwasser durch Manka und

Rebhun [51]

Molmassen- < 500 500-1000 1000-10000 10000- > 20000
bereich (D) 20000

Verteilung 17 8 7 7 61
des DOC (%)
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Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers {(10): Eigene Untersuchun-
gen an einem membranfiltrierten (< 0.45 ym) biologisch gereinigten Abwasser
mit dem Rihrzellensystem.

Molmassenbereich < 500 500-1000 1000-30000 > 30000
(Dalton)
Verteilung des DOC (%) 23.2 9.20 50.0 17.6

Tabelle 50,

Molmassenverteilung eines gereinigten Abwassers (11): Eigene Untersuchun-
gen an einem membranfiltrierten (< 0.45 ym) biologisch gereinigten Abwasser
mit dem TangentialfluBsystem.

Molmassenbereich < 1000 1000-10000 | 10000-100000 > 100000
(Dalton)
Verteilung des DOC (%) 33.7 43.0 15.1 8.1

Tabelle 51.

Molmassenverteilung eines kiinstlichen gereinigten Abwassers (1) Untersu-
chungen an einem membranfiltrierten {< 0.45 ym) biologisch gereinigten Ab-
wasser mit dem Rithrzellensystem. Einzige C-Quelle im Zulauf zur biologischen
Stufe war Bernsteinsaure. Grady et al. [28]

Molmassenbereich < 1000 1000-10000; 10000 25000 > 100000
(Dalton) -25000 ~-100000
Verteilung des DOC (%) 37 5 15 17 26

Tabelle 52.

Molmassenverteilung eines kiinstlichen gereinigten Abwassers (2): Untersu-
chungen an einem membranfiltrierien (< 0.45 ym) biclogisch gereinigten Ab-
wasser mit dem Rihrzellensystem. Im Zulauf zur biologischen Stufe nur gut
abbaubare niedermolekulare Verbindungen sowie Hefeextrakt und Fleischex-
trakt. Grady et al. [28]

Molmassenbereich < 1000 1000-10000; 10000 25000 > 100000
(Dalton) -25000 -100000
Verteilung des DOC (%) 45 18 6 18 13

Tabelle 53.

Molmassenverteilung eines kiinstlichen gereinigten Abwassers (3):

Untersu-

chungen an einem membranfiltrierten (< 0.45 ym) biologisch gereinigten Ab-
wasser mittels Dialyse durch eine Membran mit der Porenweite 4.8 nm (entsp.

ca. 30000 D). Im Zulauf zur biologischen Stufe Glucose als einzige C-Quelle.

Moimassenbereich < 30000 > 30000
(Dalton}
Verteilung des DOC (%) 65 35
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Molmassenverteilung eines kiinstlichen gereinigten Abwassers (4): Untersu-

chungen an einem membranfiltrierten (< 0.45 ym) biologisch gereinigten Ab-

wasser mittels Gelchromatographie (Sephadex G25).

Im Zulauf zur biologi-

schen Stufe Glucose und Glutaminsdure als C-Quellen. Leidner et al. [46]

Molmassenbereich < 500 500-1800 1800-2700 > 2700
(Dalton)
Verteilung des DOC (%) 50 25 10 10

Tabelle 55.

Molmassenverteilung eines FluBwassers: Untersuchungen mittels Membranfil-

tration an einem biologisch gereinigten Abwasser durch Collins et al. [17]

Molmassenbereich
(Dalton)

< 500

500-1000

1000-30000

> 30000

Verteilung des DOC (%)

22.5

22.8

50.0

2.7
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Tabellen zu “ 5. Untersuchung der anorganischen Bestandteile” auf Seite 45

Tabelle 56. Anorganische Hauptbestandteile eines Abwassers: Die wichtigsten lonen in

hduslichem Abwasser vor der biologischen Reinigung in einer Klaranlage nach
Koppe und Stozek [41]

Kationen Konzentration Anionen Konzentration
mmol/| mmol/l
Nat 5.4 ci” 3.0
Kt 0.6 HCOZ 6.0
NHF 0.3 H,PO; 0.5
ca’t 3.0 HPO2™ 0.25
mMg®* 0.35 S0 1.5

Tabelle 57. Anorganische Hauptbestandteile eines gereinigten Abwassers (1):
sten lonen in hiuslichem Abwasser nach der biologischen Reinigung in einer

Klaranlage nach Near [56]

Kationen Konzentration Anionen Konzentration
mmol/i mol/!
Nat 5.39 cr- 4.03
K+ 0.31 HCO; 3.89
NH; 0.94 Gesamt-P 0.26
ca?t 1.64 Siod” 0.57
Mgt 1.33 S03~ 0.87

Die wichtig-

Tabelle 58. Anorganische Hauptbestandteile eines gereinigten Abwassers (2): Die wichtig-
sten lonen in hduslichem Abwasser nach der biologischen Reinigung. Daten

nach Eberle [20]

Kationen Konzentration Anionen Konzentration
mmol/} mmol/|
Na¥ 3.73 cI- 2.51
K* 0.05 tCO, 2.62
NHF 0.43 Gesamt-P 0.26
ca’* 1.04 NO; 0.97
Mgt 0.84 s03” 0.97
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Tabelle 59.  Anorganische Hauptbestandteile eines gereinigten Abwassers (3): Die wichtig-
sten lonen in hauslichem Abwasser nach der biologischen Reinigung. Daten
nach Jekel [2]

Kationen Konzentration Anionen Konzentration
mmol/l mmol/|
Nat 4.03 ci™ 2.43
Kt 0.49 tCO, 3.63
NHT 1.59 Gesamt-P 0.16
ca’* 1.37 NO; 0.32
mg”* 1.66 S0 0.85

Tabelle 60. Analyse der elektrodialysierten Trockenmasse: Untersuchung eines NaOH-
Aufschlusses der elektrodialysierten Trockenmasse eines biologisch gereinig-
ten Abwassers mittels ICP-Spekiroskopie. Phosphor wurde photometrisch,
Chlorid ionenchromatographisch bestimmt. Aufgefiihrt sind Elemente mit einem
héheren Anteil als 0.1 %.

Element Anteil an TM Element Anteil an TM
(%) (%)
Bor 1.54 Aluminium 0.25
Calcium 5.54 Magnesium 0.86
Schwefel 417 Antimon 0.45
Cer 0.79 Silizium 7.1
Eisen 0.13 Blei 0.19

Arsen 0.18

Phosphor 0.47 Chiorid 3.5
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Tabellen zu “ 6. Untersuchungen zur Elektrodialyse von Kldranlagenabliufen” auf Seite
47

Tabelle 61. Elektrodialyse und Vergleich der Abnahme von Leitfihigkeit und DOC: Unter-
suchungen mittels Elekirodialyse an einer biologisch gereinigten Abwasser-
fraktion (<1000 D). Vergleich des Verhaltens aller inhaltstoffe mit denen, die

nicht an XAD-8 Harz adsorbiert werden.

Abnahme der
Leitfahigkeit (%)

Abnahme des DOC (%)

Bioablauf <1000 Dalton 98.6 20.4

Bioablauf <1000 Dalton 98.5 20.5

nach XAD &

Tabelle 62. Elektrodialyse bei Ansduerung der Konzentratseite: Untersuchungen mittels

Elektrodialyse an einer biologisch gereinigten Abwasserfraktion (<4000 D).
Durch die Absenkung des pH-Wertes im System wurde der DOC zu 95 % im
Rohwasserkreislauf gehalten.

Dialysedauer pH-Wert Leitfdhigkeit boC DON
(Stunden) {#£S/cm) {mgl/l) {mgll)
0] 8.7 2070 1.90 0.28
6.45 8.45 1530
7.92 8.45 1440
24.04 5.95 4.91
28.24 5.50 390
32.36 5.25 306
48.83 3.60 195
55.38 3.50 174 1.80 0.28
Tabelle 63. Vergleich der DOC-Riickhaltung in AbhZngigkeit zum pH-Wert: Untersuchun-

gen mittels Elekirodialyse an biologisch gereinigten Abwasserfraktionen (<1000
D). Die Absenkung des pH-Wertes erfolgte durch Ansduern des Konzentrat-
kreislaufs. Deutlich ist eine héhere Riickhaltung des DOC zu erkennen, der auf
Carbonsaduren hinweist.

Wiederfindung DOC
ohne Ansduerung (%)

Wiederfindung DOC
mit Ansduerung (%)

Bioablauf <1000 Dalton 79.5 95
(Leopoldshafen)
Bioablauf <1000 Dalton 80.0 -

{(Kernforschungszentrum)
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Tabelle 64. Verhalten von Summenparametern bei der Elektrodialyse: Untersuchungen
mittels Elektrodialyse an ultrafiltrierten (< 1000 D) Klaranlagenablauf. Teilweise
wurde die Dialyse im saueren Milieu durchgefihrt.

Untersuchter| pH-Bereich Konzentration Konzentration Abweichung

Parameter | Rohwasser {(mg/l) (mg/l) (%)

vor Dialyse nach Dialyse
DOC neutral 8.77 7.16 18.5
DOC neutral 2.6 2.2 20.0
DOC sauer 10.5 11.6 110
DOC sauer 4.8 4.67 2.70
DOC sauer 4.95 4.67 6
DOC sauer 3.8 3.6 5
Kjel-N sauer 0.28 0.28 0
Anthron-pos. sauer 2.2 n.n. 100

Tabelle 65.

Kochsalzldsung.

Verhalten von pHB bel der Elektrodialyse:
lyse einer Standardiésung von Parahydroxibenzoesdure in 500 ml 0.05 %iger

Untersuchungen mittels Elektrodia-

Dialysedauer (Stunden) Konzentration pHB (mg/l) Leitfahigkeit (#S/cm)
0 4.1 976
0.3 3.1 856
0.6 2.3 561
1.2 0.7 97

Tabelle 66.

Kochsalziésung.

Verhalten von mHB bei der Elekirodialyse:
lyse einer Standardidsung von Metahydroxibenzoeséure in 500 ml 0.05 %iger

Untersuchungen mittels Elektrodia-

Dialysedauer (Stunden) Konzentration mHB (mg/l) Leitfahigkeit (/S/cm)
0 9.68 922
0.5 2.66 248
1.0 0.56 14

Tabelle 67.

Kochsalzidsung

Adsorption von pHB bei der Elektrodialyse:
dialyse einer Standardldsung von Parahydroxibenzoesaure in 500 ml 0.05 %iger

Untersuchungen mittels Elekiro-

Dialysedauer {(Stunden)

Konzentration pHB
im Rohwasser

Konzentration pHB
im Konzentrat

(mgll) (mgll)
0.6 4.0 n.n.
1.5 n.n 1.4
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Verhalten von Orthophenylphenol bei der Elektrodialyse (1): Untersuchungen
mittels Elekirodialyse einer Standardidésung von Orthophenylphenol in 500 mi
0.05 %iger Kochsalzldsung.

Tabelle 68.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration {mg/l) Leitfahigkeit (4/S/cm)
0 B.46 1040
0.5 5.27 556
Tabelle 69. Verhaiten von Orthophenylphencl bei der Elekirodialyse (2): Untersuchungen

mittels Elekirodialyse einer Standardldsung von Orthophenyiphenol in 500 ml

0.05 %iger Kochsalzlésung, mit

HCI auf pH=2 angesauert.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/i) Leitfahigkeit (#S/cm)
0 6.54 5689
0.5 4,52 392
Tabelle 70. Verhalten von Orthophenylphenol bei der Elektrodialyse (3): Untersuchungen

einer Standardioésung von Orthophenylphenol in 500 mi 0.05 %iger Kochsalzlo-
sung. Betrieb der Anlage ohne Strom. Die Substanz wird trotzdem adsorbiert.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l)
0.4 20.3
1.2 11.2
2.9 7.4
3.5 6.9
5.7 6.7

Tabeile 71.

Verhalten von Glucose bei der Elektrodialyse:

Untersuchungen mittels Elektro-

dialyse einer Standardlésung von Glucose in 51 0.05 %iger Kochsalzlésung.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration Konzentration
im Rohwasser (mg/l C) im Konzentrat (mg/l C)
0 36 0
2.0 35.2 0.11
4.0 34.8 0.6
6.0 34.8 0.1
23.5 34.5 0
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Verhalten von Glucuronsidure bei der Elektrodialyse (1):

Untersuchungen mit-

tels Elekirodialyse einer Standardiésung von Glucuronsdure in 51 0.05 %iger

Kochsalzlésung.

Dialysedauer {(Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/l C)
im Rohwasser im Konzentrat

0 7.48 n.n

2 7.26 0.03
4 7.36 0.18
6 6.86 0.572
23 0.15 6.04
26 0.10 6.62

Tabelle 73.

Verhalten von Glucuronsdure bei der Elektrodialyse (2):

Untersuchungen mit-

tels Elektrodialyse einer Standardldsung von Glucuronsdure in 51 0.05 %iger
Kochsalziésung angesduert auf pH=3.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/l C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.80 n.n
2 7.30 0.06
4 7.20 0.13
6 7.22 0.20
23 7.30 0.54
26 7.36 0.60

Tabelle 74.  Verhalten von Glycin bei der Elekfrodialyse: Untersuchungen mittels Elekiro-
dialyse einer Standardldésung von Glycin in 51 0.05 %iger Kochsalzldsung.
Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/i C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.90 n.n .
2 6.84 n.n.
4 7.00 0.02
6 7.02 0.04
22 5.70 0.96
26 5.70 1.04
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Verhalten von Leucin bei der Elektrodialyse:

Untersuchungen mittels Elektro-

dialyse einer StandardlGsung von Leucin in 51 0.05 %iger Kochsalzlbsung.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/l C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.00 0.57
2.5 5.54 0.62
4 5.85 0.70
5 5.46 0.66
23 4.82 0.88

Verhalten von Glutaminsdure bei der Elektrodialyse:

Tabelle 76. Untersuchungen mittels
Elektrodialyse einer Standardlésung von Glutamins&ure in 5 | 0.05 %iger Koch-
salzldsung.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/i C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.58 0.57
2 6.15 0.8.
3 5.94 0.92
21 2.07 3.07
24 1.48 3.39

Tabelle 77. Verhalten von Caprylsdure bei der Elekfrodialyse: Untersuchungen mittels
Elektrodialyse einer Standardldsung von Caprylsaure in 5 | 0.05 %iger Koch-
salzlésung.

Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/l C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.40 n. n.
2 4.40 0.01
4 4.60 0.01
6 3.80 0.05
22 1.10 1.00
25 0.96 1.16
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Tabelle 78. Verhaiten von Capronsidure bei der Elekfrodialyse: Untersuchungen mittels
Elekirodialyse einer Standardiésung von Capronsdure in 51 0.05 %iger Koch-

salzlésung.
Dialysedauer (Stunden) Konzentration (mg/l C) Konzentration (mg/l C)
im Rohwasser im Konzentrat
0 6.74 n. n.
1.20 6.74 0.21
2.10 6.74 0.17
18.63 2.17 1.91
21.37 2.10 1.95
26.92 1.58 3.02

Tabelle 79, Entfernung anorganischer Bestandteile bei der Elektrodialyse: Untersuchungen
mittels Elekirodialyse an verschiedenen Salzen. Zahlenangaben beziehen sich
auf Leitfahigkeit im pyS/cm. Konzentration aller Salze 0.05 %, HCI: 0.01 mol/I.

Zeit (Stunden) HCI NaCl Na,$O, MgSO, Na,PO,
0.00 3060 782 685 365 369
0.20 2120 613 634 303 301
0.50 1110 442 481 220 213
0.70 685 318 377 174 171
1.00 313 205 254 125 120
2.00 - 44 62 37 33
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Tabellen zu “ 7. Gewinnung einer groBlen Menge niedermolekularer Inhaltsstoffe
(ETM1000)” auf Seite 55

Tabelle 80. Zeitbedarf und Wiederfindung bei Verarbeitung von 1000 Litern Ablauf

1000 Liter Ausgangsvolumen nach Glasfaserfiltration
Portion 1 Portion 2 Portion 3 Portion 4

Volumen 167.2 | 176.4 | 1758 1 177.6 1
(0.45 ym fil-
triert)
Konzentrie- 3.03 3.64 , 3.40 4.02
rungsfaktor
Gefrieranrei-
cherung
Verarbei- 3.12.87 - 9.12.87 - 22.12.87 - 15.3.88 4.1.88 -
tungszeit- 24.1.88 2.2.88 12.5.88
raum
Davon Gefrie- 6 Tage 11 Tage 9 Tage 14 Tage
ranreiche-
rung

Davon 1000 D 1 Tag 1 Tag 1 Tag 1 Tag
Filtration

Davon Elek- 5 Tage 5 Tage 6 Tage 11 Tage
trodialyse '

Davon Ge- 6 Tage 6 Tage 6 Tage 6 Tage
friertrock-
nung
Erzielte Re- 88 % 82 % 84 % 92 %
duktion der
Leitfahigkeit

Ausbeuten 9.29 g 1214 g 11.80 g 518 ¢g
nach Gefrier-
trocknung

darin enthal- 295.4 mg 378.8 mg 404.8 mg 254.3 mg
tener Kohlen-
stoff

Wiederfin- 80.6 % 87.5 % 91.1 % 80.5 %
dung
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Tabellen zu “ 8. Weitere Abtrennung organischer Stoffe von der anorganischen Matrix”
auf Seite 57

Tabelle 81. Wasserlosliche organische Anteile der ETM1000: Untersuchungen mit der
elektrodialysierten Trockenmasse. Der organisch gebundene Kohlenstoff ist
auch in getrockneter Form noch in vollem Umfang wasserlGslich.

TOC DoOC Abweichung in %

Probe 1 2.81 2.79 -0.9

Probe 2 2.83 2.93 +3.5

Probe 3 3.43 3.34

Probe 4 6.66 6.73 +1.1

Tabelie 82. Extraktion der ETM1000 mit Methanol: 200 mg ETM1000 wurden mit 3 x 25 ml
Methanol extrahiert. Nach der 2. Extraktion war kein weiterer organischer Anteil
mehr &slich.

Trockenmasse TOC

Ausgangsmenge 200 mg 5.1 mg

1. Fraktion 64.6 mg 3.5 mg

2. Fraktion 12.5 mg 0.2 mg

3. Fraktion 3.6 mg 0.0 mg

unldslich 116.4 mg 0.8 mg

Wiederfindung 98.6 % 88.2 %

Tabelle 83. Adsorption von organischen Inhaltsstoffen: An zwei verschiedenen Adsorben-
sien und neben dem original pH-Wert auch bei pH 2. Die Desorptionswerte be-
ziehen sich auf adsorbierte Menge =100 % .
XAD-8 XAD-8 XAD-8 Aktivkohle Aktivkohle
ETM1000
(pH 7.7) (pH 2.0) (pH 2.0) (pH 8.3) (pH 2.0)
Adsorption 33 % 41 % 40 % 72 Y% 72 %
Desorption 104 % 124 % 97.8% -- --
mit Methanol 13
Desorption 34 % 34 % - 16 % 16 %
mit NaOH 12
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Tabelle 84. Fraktionierung des DOC iber Kieselgel: Wassriger Extrakt der ETM1000 wurde
mit Acetonitril/Wasser (85/15 Vol. T.) Uber Kieselgel chromatographiert. Die In-
haltsstoffe der Fraktion 4 waren nur mit Wasser eluierbar.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5

Gesamtmenge 18.04 9.02 6.69 33.20 33.80

des DOC

Wiederfindung 109 % 96 % 60 % 77 % n. B.

Acetonitril/ 15.8 % 18.3 % 13.8 % 18.2 % 18.4 %

Wasser Frakt.116

Frakt.216 31.8 % 194 % 17.8 % 46.4 % 51.4 %
Frakt.316 B.8 % 32.8 % 25.9 % 127 % 8.5 %
Wasser Frakt.416 43.6 % 29.6 % 42.5 % 22.8 % 21.6 %

16 Elutionvolumina: F1: 0-90 ml, F2: 90-150 mi F3: 150-510 ml, F4: 510-535 ml.
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Tabellen zu “Stickstoffhaltige Verbindungen” auf Seite 77

Tabelle 85. Verteilung des DON (iber die molare Masse (1): Bestimmung des DON in Mol-
massenfraktionen dreier kommunaler Klaranlagen

Molmassenbereich < 1000 1000 - 10000 10000 - < 0.45 um

(Dalton)

Leopoldshafen 34 23 43

Neureut 28 15 57

KiK 27 22 51

Tabelle 86. Verteilung des DOC iber die molare Masse: Bestimmung des DOC in Mol-

massenfraktionen dreier kommunaler Kldranlagen

Molmassenbereich < 1000 1000 - 10000 10000 - < 0.45 um
(Dalton)

Leopoldshafen 41 28 31
Neureut 29 34 37

KfK 41 25 35

Tabelle 87. Verhiltnis DOC/DON iber die molare Masse: Bestimmung in den Molmassen-

fraktionen dreier kommunaler Kiaranlagen

Molmassenbereich < 1000 1000 - 10000 10000 - < 0.45 ym
{Dalton)

Leopoldshafen 8.1 8.2 4.9
Neureut 6.8 14.9 4.3

KK 12.0 9.0 53

Tabelle 88, Einzeldaten zum Verhiltnis DOC/DON iber die molare Masse: Bestimmung in

den Molmassenfraktionen dreier kommunaler Klaranlagen

Molmassenbereich
(Dalton)

< 1000

1000 - 10000

10000 - < 0.45 um

mg/l DOC mg/l DON

mg/l DOC mg/l DON

mg/l DOC mg/i DON

Leopoldshafen 2.50 0.31 1.73 0.21 1.94 0.40
Neureut 1.98 0.29 2.38 0.16 2.55 0.60
KfK 3.59 0.30 2.17 0.24 3.05 0.57
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Tabelle 89. Verteilung des DON iber die molare Masse (2): Bestimmung des DON in Mol-
massenfraktionen einer kommunalen Kiaranlage durch Keller [38]

Molmassenbereich < 165 165 - 800 800 - 1800 <1800
(Daiton)
DON in % 7 27 32 34

Tabeile 80. Verteilung des DON Uber die molare Masse (3): Bestimmung des DON in Mol-
massenfraktionen einer kommunalen Kldranlage durch Parkin [63]

Molmassenbereich < 165 165 -340 | 340-780 | 780 - 1800 <1800
(Dalton)
DON in % 9 32 27 17 11

Tabelle 91. Konzentration von DON und Aminogruppen in biologisch gereinigtem
Abwasser: Untersuchungen im Massenbereich < 1000 D des Ablaufs der

Klaranlage Leopoldshafen.

Mittel Bereich
DON 0.25 mg/I N 0.17 - 0.31 mg/I N
freie NH, 13 ug/I N 94-16 ug/IN
gesamte NH, 25 ug/I' N 25 g/l N

Tabelle 92. Bildung von Ammonium aus DON unter hydrolytischen Bedingungen: Untersu-
chungen an der ETM1000

DON + NH#-N 0.48 % der ETM1000
NH#-N vor Hydrolyse 0.105 %
NH$-N nach Hydrolyse 0.345 %

17 Einzelsubstanzen bei Standards oder Proben ungeniigend getrennt. Daher keine eindeutige
Zuordnung moéglich.

18 Keine Quantifizierung weil Peakiiberlagerung oder Retentionszeit-Abweichung groBer als +1
Min.
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Tabelle 93. Prozentualer Kohlenstoffgehalt und C/N-Verhdltnisse: Daten einiger bioche-
misch relevanter Verbindungen, mit deren Anwesenheit in Belebungsbecken
von Klaranlagen zu rechnen ist.

Verbindung Cin% C/N Verbindung Cin% C/N
Alanin 40 2.5 Phenylalanin 65 7.7
Arginin 41 1.3 Prolin 52 4.3
Asparaginsdure 36 3.4 Serin 34 2.6
Cystein 30 3.0 Threonin 40 3.4
Glutaminsdure 41 4.3 Thyrosin 60 7.7
Glycin 32 1.7 Tryptophan 65 4.3
Histidin 46 1.7 Valin 51 4.1
Isoleucin 55 5.1 Adenin 44 0.8
Leucin 55 5.1 Cytosin 55 2.2
Lysin 41 2.5 Guanin 40 0.9
Methionin 40 4.3 Thymin 48 2.1
Ornithin 45 2.1 Uracil 43 1.7
Tabelle 94, Konzentrationen von Aminosduren: Ergebnisse dreier Versuche. Bestimmung

in hydrolysierten Aufarbeitungen (ETM1000, ETM1000a, ETM1000b). Werte sind
bereits auf Konzentration im Kldranlagenablauf umgerechnet.

Aminosé&ure ETM1000 ETM1000a ETM1000b Mittelwert
in nmol/l AS in nmol/l AS in nmol/l AS in nmol/l AS

Alanin 52 2 620 235
a-Amino- --18 35 25 30
buttersadure
Asparagin --18 8 245 127
Asparaginsadure/ --18 103 39 71
Glutamin (ber. als
Asparaginsdure)??
Cystein 4 102 90 65
Glycin 120 203 120 148
Histidin 14 57 --18 36
Leucin/i-leucin 2 --18 59 31
(ber. als i-Leucin)1?
Lysin 0.5 3 9 4
Methionin 17 2 23 14
Norleucin/Phenyl- --18 13 --18 13
alanin/Tryptophan
(ber. als Norleu.)1?
Serin 38 82 223 114
Tyrosin --18 34 28 31
Valin 2 48 --18 25
Gesamtzahl Peaks 28 31 34
(und Flache) (297 mV Min) | (423 mV Min) (78 mV Min)
Zugeordnete Peaks 9 13 11
{und Fldche) (59 mV Min) (72 mV Min) (15 mV Min)
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Tabellen zum Kapitel “ 10. Untersuchung der Lichtabsorption” auf Seite 73

Verhditnis DOC/spektraler Absorptionskoeffizient bei 254 hm: Werte von drei

Tabelle 95.
kommunalen Kidranlagen in verschiedenen Massenbereichen
Leopoldshafen Neureut KfK
SAKps, | DOC | SAKys, | DOC | SAKs, | DOC
in m- in mg/l in m-t in mg/I in m-* in mg/I
< 0.45 yum 12.5 6.4 10.4 6.9 171 9.2
< 1000 D 1.0 2.5 1.8 2.0 5.0 3.6
Anteil < 1000 D
an Gesamtheit in % 8.0 40.3 17.3 29.0 29.2 39.1
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Tabellen zum Kapitel “ 12. Kopplung von chromatographischen und spektroskopischen
Methoden” auf Seite 93

Tabelle 86. Wellenzahlen einiger Absorptionsbanden von Abwasserinhaltsstoffen: Verbin-
dungen mittels HPLC getrennt und on line IR spektroskopiert.

Ret. Zeit Frakt. Wellenzahlen in cm—

2.55 H,CCl, 1771.3

2.63 H,CCl, 1601.1

2.71 H,CCl, 1712.8 1771.3 2313.8 2815.1 3138.3

2.85 H,CCl, 1712.8 2313.8 2815.1 3417.0 3606.4

3.50 H,CCl, 1672.3 2691.5 2797.8

2.85 MeOH 1510.6 1563.8 1617.0 1750.0 1957.4 2074.5 2202.1 2276.6 2329.8
2436.2 2542.6 2659.6 2707.4 2795.7 3191.5 3468.1 3654.3 3851.1

5.11 MeOH 3457.4 3633.0

2.80 THF 1510.6 1563.8 1617.0 1750.0 1957.4 2074.5 2202.1 2276.6 2329.8
2436.2 2542.6 2659.6 2707.4 2795.7 3191.5 3468.1 3654.3 3851.1

Verbindungskiassen die den oben beschriebenen Wellenzahlen entsprechen

2.55 a-Dicarboxyl-Verbindung

2.63 Stilben-Derivat

2.71 imidazol-Derivat

2.85 Quart. Ammoniumverbindung
3.50 Stickstoffhaltige, chinoide Struktur

5142 kurzkettiges Benzolsulfonsdure-Derivat
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In verschiedenen Extrakien der

ETM1000 nachgewiesene Verbindungen. Chrom. Bed.: DB-5, 25 m, 5 min iso bei
50 °C, dann mit 3 °C/min auf 275 °C

Verbindung Petrolether- Diethylether- Methanol-
Extrakt Extrakt Extrakt

1-Hexadecanol X X X
2,6,10,18-Tetramethytheptadecan X
2-Methyldodecan X
5-Methylundecan X
5-Octadecan X X X
10-Methyleicosan X
CigHas X
CaoHgs X
Caots2
CisHzz
Cyclodecan X
Di-tert.-butylhydroxitoluol X X
Di-tert.-butylchinon X
Heptadecan X
Nenylphenol X
Phthalsdure- X X

di-isooctylester
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Tabelle 98. Mittels GC-MS identifizierte Verbindungen nach Methylierung (1): Verbindun-
gen mit einer Signalintensitidt Gber 5000 (TIC), einer Ubereinstimmung mit dem
Referenzspektrum von iber 80 % und einer Peakreinheit von ber 35 %. Probe:
ETM1000 F4. Chrom. Bed.: DB-5, 25 m, 5 min iso bei 50 °C, dann mit 3 °C/min
auf 275 °C

Scan-Nr. Basispeak Intensitat Substanzname

{Masse) (TIC)
123 73 53568 Allo-Inositol
133 95 141065 | 1-H-Imidazole-4-Ethanolamine, -5-Methyl
142 75 6304 Ethanol -2,2-Diethoxy'9
147 58 41151 Benzeneethanamine -N,Alpha Dimethyl(S)-
201 110 27104 Phosphoric Acid Trimethylester
204 47 9872 Acetic Acid -Diethoxy Ethylester
223 83 12384 2-Butenal -3-Methyl1®
237 237 6368 Benzoic Acid -4-Cyano, 4-Methylphenylester
255 57 10512 Octane -2,3,5 Trimethyl20
339 94 9264 Phosphoramic Acid Dimethylester9
500 116 55104 4-Imidazolinone -2-Thioxo19
518 108 10464 2-Pyridinamine -4-Methyl
567 116 21408 4-Imidazolinone -2-Thioxo
630 130 9408 1-H-Indole-3-Acetic Acid Ethylester
653 77 57728 Benzenesulfonic Acid Methylester
743 57 10016 Pheno! (1,1 Diethyl) -4-Methoxy
750 164 10544 Chinazoline -2-Chloro
766 91 24288 4-Methylbenzenesulfonic Acid Methylester
831 91 9084 4-Methyibenzenesulfonic Acid Ethylester
974 91 35904 Benzenesulfonamide -N,N Dimethyl

19 Ubereinstimmung mit Referenzspektrum unter 80 % (70 - 80 %).

20 Peakreinheit unter 35 % (25 - 35 %).
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Tabelle 99. Mittels GC-MS identifizierte Verbindungen nach Methylierung (2): Verbindun-
gen mit einer Signalintensitat Gber 5000 (TIC), einer Ubereinstimmung mit dem
Referenzspektrum von tber 80 % und einer Peakreinheit von iiber 35 %. Probe:
ETM1000 F2. Chrom. Bed.: DB-5, 25 m, 5 min iso bei 50 °C, dann mit 3 °C/min
auf 275 °C

Scan-Nr. Basispeak Intensitat Substanzname

{(Massenzahl) {TIC)
138 93 18432 Pyridine -2-Methyl
181 96 12432 2-Butenal -2-Methyl
200 107 8016 Pyridine -2,4 Dimethyi
229 92 7056 Pyridine -3-Ethyl
293 113 11792 Butenedioic Acid (E), Dimethylester
307 125 7344 1-H-Imidazole -(2-(Diethoxymethyl))
378 105 57524 Benzoic Acid Methylester
381 85 17632 2-H-Azepin-2-one -Hexahydro
409 94 7744 1-H-Pyrrole-2-Carboxylic Acid Ethylester
415 103 5200 Butenedioic Acid -Hydroxy Dimethylester
427 88 8496 4-Pyridinecarboxylic Acid Methylester20
499 116 9936 1-H-Indole?8
508 55 9072 2,4 (1-H, 3-H) Pyrimidinedione -1,3 Dimethy|1®
528 139 9375 1-H-Pyrrole 2,5-Dione -3-Ethyl-4-Methyl
558 139 10096 2-Pyridinecarboxylic Acid Methylester
564 123 6688 Benzeneamide -4-Methoxy
583 133 7296 Carbamic Acid -3-Methylpheny! Methylester
589 117 9472 Benzaldehyde -4-Methyl-Oxime (E)
601 150 7312 Phenol -3-(1,1 Dimethylethy!)19
605 127 7384 D,L Alditol -1,6-Dideoxy -3,4- Di-O-Methyl
652 124 7840 Benzenediole -5-Methyl
672 163 5160 Furanedicarboxylic Acid Dimethylester20
703 161 13376 1-H-Isoindole -1,3(2H)Dione -2-Methyl
763 111 10928 2,4 Hexadienoic Acid Dimethylester (E,E)
826 57 88960 Tetradecane -2,5-Dimethyl
873 149 7448 1,2 Benzenedicarboxylic Acid Dimethylester
931 91 6168 Benzenesulfonamide -N,N,4-Trimethyl
952 100 20160 Pyrrolidine -1-((2-Dimethylamino)

-1,1-Dimethylethoxy)) -2,2-Dimethyl 19

980 91 41216 Benzenesulfonamide -N,4-Dimethyl
1073 63 5856 Ethanol -2-Chloro Phosphate

Anmerkung: Fortsetzung der Tabelle auf der nadchsten Seite.
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Fortsetzung von Tabelle 99

1179 194 36096 1-H-Purine -2,6-Dione -3,7-Dihydro
-1,3,7-Trimethyl

1292 149 94464 1,2-Benzenedicarboxylic Acid -Butyl-
-2-Methylpropylester

1300 185 30272 1-H-Indole-3-Ethanamine -N,1-Dimethy!
-2-{Tetrahydro-2-Furanyl)

1518 174 31158 1-(2-H)-Naphthalenone -3,4-Dihydro
-5,8-Dimethyl

1921 149 118912 | 1,2-Benzenedicarboxylic Acid Diisooctylester

2144 59 94848 Heptanamide -4-Ethyl -5-Methy{20

- 2162 185 24800 Decanedioic Acid -bis(-2-Ethylhexyl)ester

Tabelle 100. Beziehung zwischen TIC und Substanzmenge der getrennten Peaks

Scan-Nummer Substanzname inj. Menge in ng | TIC in counts
542 Nitrophenol 105 18886
569 Dimethylphenol 130 32932
603 Dichlorphenol 95 24287
819 Chlor-Methylphenol 110 27372
927 Trichlorphenol 100 26635
1171 Dinitrophenol 115 13711
1215 Dinitro-Methyiphenol 90 15021

Tabelle 101. Strukturvorschidge fir einzelne Peaks bei HPLC-MS-Kopplung: Verbindungen
nach Vergieich mit Datenbankspekiren und deren Ubereinstimmung mit den
Spektren der Probenpeaks.

Ret. Zeit Verbindungsvorschlag Wahrschein-
in Min. lichkeit
in %

42.7 Octahydropentalen 41
47.3 Cyclopentanonoxim 20
49.2 Bicyclo-(2,2,2)-octa-2,5-dien, -1,4,7,7,8,8-hexafluoro, -2-methyl 20
54.2 3,5-Dimethoxibenzylamin 28
58.9 Trifluoressigsaure 76
60.2 3,6-Dimethylheptadien (1,5) 26
72.5 Thiazolo-(5,4-f)-2,9-Dimethylchinolin 25
75.3 2,3,6-Trimethylheptadien 35
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