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Darin besteht das Wesen der Wissenschaft. Zuerst denkt man an etwas, das
wahr sein kdnnte. Dann sieht man nach, ob es der Fall ist und im allgemeinen
ist es nicht der Fall.

Bertrand Russell






Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von November 2002 bis Oktober
2006 am Fachgebiet Wasserreinhaltung im Institut fr Technischen
Umweltschutz der TU Berlin durchgefuhrt.

Mein besonderer Dank gilt Prof. Martin Jekel flr seine vorbehaltlose
Unterstutzung bei der Durchfihrung der Arbeit und speziell fur die, trotz
Termindruck, schnelle Terminfindung fur die Aussprache.

Ganz besonders méchte ich mich bei Dr. Anke Putschew flr die umfangreiche
Betreuung, standige Diskussionsbereitschaft und das angenehme Arbeitsklima
bedanken. Die letzten vier Jahre waren ein wichtiger Abschnitt in meinem
Leben, indem Anke einen besonderen Platz einnimmt.

Prof. Wolfgang Rotard danke ich fur die Begutachtung der Arbeit und Prof.
Sabine Enders fir die spontane Ubernahme des Priifungsvorsitzes.

Der wichtigste Mensch in meinem Leben ist Joachim Hutteroth, der mich
sowohl im Studium aber auch ganz besonders wahrend der Promotion
moralisch stark unterstitzt hat. Unser kleiner Sohn Konrad hat fur Abwechslung
gesorgt und so die Arbeit auch mal vergessen lassen.

Meiner Familie gilt ein besonderer Dank fur die Motivation im Studium und
wahrend der Promotion. Meine Eltern Michael Rehfeldt und besonders Helga-
Marie Rehfeldt sind mir wichtige Vorbilder ohne die ich es nie so weit gebracht
hatte. Durch die angenehme Konkurenz mit meiner Schwester Tatjana aber
auch meinem Bruder Thomas habe ich mehr erreicht als ich zu trAumen gewagt
hatte.

Ich mochte ganz herzlich den studentischen Mitarbeitern Ina Engel und
Andreas Hauptvogel danke, die im Rahmen einer Projektarbeit die Ergebnisse
der Bodensaulenversuche lieferten. Weiterhin gilt mein Dank Manuela Vogel far
die intrazellulare Differenzierung der Bromspezies, die sie im Zuge einer
Diplomarbeit untersucht hat. Viele weitere studentische Hilfskrafte und
Praktikanten waren an der Laborarbeit beteiligt, von denen ich nur einige
nennen mochte: Verena Niggeloh, Nils Meyer, Ines Bewersdorff, Luisa Petri
und David Kutzner. Ein besonderes Dankeschdn an Giesela Sosna und Katrin
Noak fur die flei3igen und nicht enden wollenden AOBr-Messungen.

Dem Arbeitskreis der Wasserreinhaltung moéchte ich fir die sehr angenehme
und offene Arbeitsatmosphare sowie die stets freundschaftliche Unterstitzung
danken. Flei3ige Korrekturleser waren meine Eltern, Joachim Hutteroth und
Hannelore Meingast.

Das Forschungsprojekt wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(PU 199/2-1; 2-2) und dem Berliner Programm zur Forderung der Chancen
gleichheit fir Frauen in Forschung und Lehre finanziell unterstitzt.






PUBLIKATIONEN

Vortrage:

Hutteroth A, Putschew A, Mania M, Jekel M. Cyanobakterien: Die Quelle fur
bromorganische Substanzen in Oberflachengewéssern? Jahrestagung der
Wasserchemischen Gesellschaft, Fachgruppe in der GDCh, Bad Sarrow,
Germany, 17.-19. Mai 2004, ISBN 3-936028-24-9.

Hutteroth A, Jekel M, Putschew A. Selectiv detection of unknown organic
bromine compounds by negative-ion electrospray ionization mass spectrometry
with induced in-source fragmentation. 34™ International Symposium on
Environmental Analytical Chemistry ISEAC34, Hamburg, Germany, June 48
2006.

Poster:

Hutteroth A, Putschew A, Jekel M. Algae form brominated organic

compounds in surface waters; 24™ International Symposium on Halogenated
Environmental Organic Polutants and POPs (2004), Ana4 02, CD-ROM

ID:042.

Hutteroth A, Putschew A, Jekel M. Natirlich gebildete organische
Bromverbindungen: Selektive Detektion und Strukturinformationen mittels ESI
negativ lonisierung nach induzierter in-source Fragmentierung, 72.
Jahrestagung der Wasserchemischen Gesellschaft, Fachgruppe in der GDCh,
Celle, Germany, 22.-24. Mai 2006, ISBN 3-936028-39-7.

Verdffentlichungen:

Hutteroth A, Putschew A, Jekel M. Selective Detection of Unknown Organic
Bromine Compounds and Quantification Potentiality by Negative-lon
Electrospray lonisation Mass Spektrometrie with Induced In-source
Fragmentation. International Journal of Environmental Analytical Chemistry.
(accepted for publication).

Hutteroth A, Putschew A, Jekel M. Natural Production of Organic Bromine
Compounds in Berlin Lakes. Environ. Sci. Technol. (submitted).






ZUSAMMENFASSUNG

In Oberflachengewassern in Berlin wurden dber mehrere Jahre erhohte
Konzentrationen an organischen Bromverbindungen (OBr), bestimmt als adsorbierbare
organische Bromverbindungen (AOBr), gemessen. Die erhdhten Konzentrationen sind
im Spatsommer detektierbar. Es wird vermutet, dass die bromierten Verbindungen in
den Seen gebildet werden. Die Bildung natirlicher OBr ist aus dem marinen Bereich
bekannt, aber im StRwasserbereich noch unerforscht. StiRwasser ist nicht nur fur die
Freizeitgestaltung von Bedeutung, sondern auch fur die Trinkwasserversorgung. In
Berlin wurden im Grundwasser (> 50 % aus Uferfiltrat) AOBr-Gehalte detektiert.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist, die Bildungsursache bzw. den -mechanismus der brom-
organischen Verbindungen in Oberflachengewassern zu klaren. Die OBr sollen
charakterisiert und das Verhalten bei der Uferfiltration untersucht werden.

Die durchgefuhrten Untersuchungen haben gezeigt, dass der AOBr in Oberflachenge-
wassern autochthon ist. Die AOBr-Bildung wird durch phototrophe Organismen
beeinflusst. Die hochsten AOBr-Konzentrationen werden nach dem Absterben der
Biomasse gemessen. Die AOBr-Bildung st nicht auf stark anthropogen beeinflusste
Gewasser beschrankt. Stress wie Nahrstoffmangel sowie Wasserstoffperoxid flihren zu
einer erhéhten AOBr-Produktion. Phototrophe Organis men lagern Bromid in ihre Zelle
ein und verbrauchen diesen zum Teil fir eine intrazellulare OBr-Bildung. Das
eingelagerte Bromid wird von den lebenden Organismen auch wieder abgegeben.
Nach dem Absterben findet eine Freisetzung von intrazellularem OBr und Bromid statt,
wobei zusatzlich eine extrazellulare AOBr-Bildung beginnt. Ob der Hauptanteil des
AOBr intra- oder extrazellular gebildet worden ist, hdngt von den Wachstums-
bedingungen ab. Insbesondere der festgestellte H,O,-Einfluss zeigt, dass der AOBr
durch Haloperoxidasen gebildet wird. Fir eine enzymatische Bildungsreaktion ist die
Anwesenheit von Bromid, natirlichem organischem Material und H,O, notwendig,
welche in dem Bereich der Oberflachenwasserschicht detektiert werden.

Bei den AOBr-Verbindungen handelt es sich um nichtfliichtige polare Substanzen.
Einzelstoffe wurden durch die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)
anhand charakteristischer Bromisotopenmuster detektiert. Dibromessigsaure, Brom-
chloressigsaure und 4Brom-3-nitrobiphenyl konnten detektiert werden. Viele weitere
Verbindungen waren zu erkennen, aber eine nahere Charakterisierung war nicht
moglich, auf Grund der geringen Konzentration und der hohen Matrix.

Fir die selektive Detektion von organischen Bromverbindungen wurde eine bromspezi-
fische LC-MS-Methode etabliert. Mit Hilfe dieses Detektionsverfahrens konnten bis zu
31 Verbindungen detektiert werden. Weitere Informationen zu den Verbindungen
wurden durch LC-MS-Messungen im scan-Modus erhalten, sodass der Halogenier-
ungsgrad der Verbindungen bestimmt werden konnte. Demnach sind die 31 Verbin-
dungen einfach bis dreifach bromiert und oft zuséatzlich einfach bis zweifach chloriert.
Versuche an Laborbodensaulen haben gezeigt, dass es zu einer 100%igen
Eliminierung/Transformation der algenproduzierten organischen Bromverbindungen
kommt, wenn anoxisch/anaerobe Bedingungen vorherrschen. Unter Uberwiegend
oxisch/anoxischen Bedingungen erfolgt keine 100%ige Eliminierung. Die Bildung
nattrlicher organischer Bromverbindungen in Oberflachengewassern hat demnach
keinen nachteiligen Einfluss auf die Trinkwasserqualitat nach der Uerfiltration/Grund-
wasseranreicherung, wenn diese unter anoxisch/anaeroben Bedingungen erfolgt.






ABSTRACT

Berlin surface waters are characterized by elevated concentrations of organic bromine
compounds in late summer (up to 40 pg/L organic bound bromine). Knowledge about
the organic bromine compounds in lakes is of significant importance because human
life is closely connected to fresh water, and halogenated organic compounds are in
general classified as toxic. Apart from recreational use, fresh water is frequently used
for the production of drinking water e.g., after bank filtration. Organic bromine
compounds are detectable in Berlin’s ground water which contains more than 50 %
bank filtered lake water.

In this study the source, respectively the mechanism responsible for the formation of
organic bromine compounds in lakes was investigated, the compounds were
characterized and the behaviour during bank filtration was investigated.

A field study shows that the organic bromine compounds, measured as adsorbable
organic bound bromine (AOBr), are autochthonous. Further field studies and laboratory
tests performed with lake water as well as with cultures of phototrophic organism
revealed that phototrophic organisms contribute to the AOBr formation. Stress like a
reduced nutrient supply or hydrogen peroxide favours the AOBr formation.
Phototrophic organisms incorporate bromide, which is released again randomly and
after cell death. A part of the incorporated bromide is used for the formation of organic
bromine compounds in the cell. After death of the organisms the brominated
compounds are released into the water phase and an extra cellular AOBr production, in
the presence of H,O, leads to a further formation of AOBr, most probably due to the
parallel release of haloperoxidases. For an enzymatic formation by haloperoxidases
bromide, natural organic matter and HO, is necessary which are detectable in the
upper layers of natural surface waters.

The AOBr compounds are not volatile and predominantly polar/anionic substances.
Single compounds have been detected by gas chromatography (GC) mass
spectrometry (MS) by the characteristic isotopic pattern of bromine. The detection of
dibromoacetic acid, bromochloroacetic acid and 4-bromo-3-nitrobiphenyl was possible.
Many other organic bromine compounds could be traced but a further characterization
was not possible due to low compound and high matrix concentrations.

For the selective detection of organic bromine compounds a specific liquid
chromatography (LC)-MS method was established and up to 31 different bromine
compounds have been detected in one sample. By LC-MS measurements in the scan
mode additional structural information were gained e.g., number of bound bromine
atoms. Therefore it is known, that the 31 compounds are single-triple brominated and
often additionally single-double chlorinated.

Soil Column experiments revealed a 100 % elimination/transformation of algae
produced organic bromine compounds under anoxic/anaerobic conditions. Under
oxic/anoxic conditions the transformation rate is low. Therefore, the formation of natural
organic bromine compounds in surface waters seems to be unproblematic for the
production of drinking water after bank filtration or ground water recharge if
anoxic/anaerobic conditions are guarantied.
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1.1 Organische Halogenverbindungen 1

1 EINLEITUNG

1.1 Organische Halogenverbindungen

1.1.1 Anthropogene und natlrliche Quellen

Vor einigen Jahren war man noch davon Uberzeugt, dass organische
Halogenverbindungen nur von Menschenhand produziert sind. Aus Biomasse
isolierte Verbindungen wurden als Artefakte anthropogener Verbindungen
interpretiert, oder sogar als Abnormalitdt bezeichnet. Durch immer bessere
Analysengerate und die enormen Fortschritte in der Spurenanalytik wurden in
den letzten 30 Jahren bis zu 3700 natirliche organische Halogenverbindungen
isoliert und identifiziert (Gribble, 2003). Diese erstaunliche Anzahl an in
kirzester Zeit identifizierten natirlichen organischen Halogenverbindungen
hangt wahrscheinlich auch mit dem immer stéarkeren Interesse an naturlichen
Produkten, als Quelle neuer Pharmazeutika, zusammen. Steigende
Erkenntnisse und Wertschatzung von alter Hausmedizin und Ethnobotanik
haben Chemiker auf der Suche nach naturlichen Produkten zu neuen
medizinischen Wegen gefuhrt. Obwohl die meisten der identifizierten
organischen Halogenverbindungen der letzen 30 Jahre im marinen Bereich
gefunden wurden, konnten auch viele andere organische Halogenverbindungen
in terrestrischen Pflanzen, Pilzen, Flechten, Bakterien, Insekten, einigen
hoheren Tieren und dem Menschen isoliert werden (Dvortsov et al., 1999; Kritz
et al., 1993; Mcelroy et al., 1986; Solomon et al., 1994). Im Juni 2002 war die
Aufschlisselung der organischen Halogenverbindungen folgendermafen: 2200
Organochlorverbindungen, 1900 Organobromverbindungen, 100 Organoiod-
verbindungen und 30 Organofluorverbindungen, wobei einige hundert dieser
Verbindungen sowohl Chlor als auch Brom enthalten (Butler et al., 1999;
Gribble, 2003).

Das Spektrum der organischen Halogenverbindungen reicht von niedermole-
kular und stark fltichtig bis zu hochmolekular (Uber 1200 g/mol), stark verzweigt
und aromatisch oder aber zu langkettigen Fettsaurederivate n.

Methylbromid ist wohl die am haufigsten untersuchte organische Bromwver-
bindung. Sowohl anthropogene als auch natirliche Quellen sind fir das
Vorkommen dieser Verbindung verantwortlich. Methylbromid wird industriell
produziert und findet im Agrarbereich als Pestizid fur die Schadlingsbe-
kampfung Anwe ndung (Bodenbegasung, Begasung von Gewéachshausern). Der
grofdte Teil des ausgebrachten Methylbromids geht in die Atmosphéare Uber,
aber auch der Boden ist eine Senke fir die Verbindung (Serca et al., 1998).
Auch die natirliche Produktion von Methylbromid im Meerwasser wurde bereits
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nachgewiesen (Baker et al., 1999). Brommethan wird auch von terrestrischen
Kulturpflanzen, wie Brokkoli, Kohl, Senf, Rettich, Riben und Raps produziert.
Die globale jahrliche Rate der Produktion an Brommethan durch Kohl wird auf
6600 t hochgerechnet, wahrend fur Raps 400 t veranschlagt werden, welches in
die Atmosphére Ubergeht (Gan et al., 1998).

Als ein weiteres Beispiel flr einen anthropogenen Eintrag organischer
Bromverbindungen in die Umwelt sollen hier die als Flammschutzmittel in
Elektrogeraten Elektrogeréate, Textilien, Polster) eingesetzten polybromierten
Diphenylether (PBDEs) erwéhnt sein(Bild 1.1).

Bild 1.1: Vereinfachte Strukturformel polybromierter Diphenylether (PBDES)

PBDEs konnten in Fischen, Sedimenten und Klarschlammen nachgewiesen
werden (Hartonen et al., 1997; Lindstrom et al., 1999; Sellstrom et al., 1996).
Metabolite der anthropogenen PBDEs wurden in unterschiedlichen Biota
gefunden (Herring, Lachs, Robben (Haglund et al, 1997)), allerdings ohne
Klarung der Metabolismusreaktionen. Zusatzlich zu den anthropogenen PBDEs
konnten naturlich gebildete PBDEs in der Leber einer indopazifischen Seekuh
Dugong dugon isoliert werden, wobei die Struktur der natirlichen PBDEs durch
zusatzliche Hydroxyl- oder Methoxygruppen charakterisiert ist (Vetter et al.,
2001).

Eine weitere wichtige anthropogene Quelle fir organische Bromverbindungen in
Oberflachenwasser und Trinkwasser ist die Desinfektion dieser Wasser mit
Ozon. Die wichtigsten bromierten Desinfektionsnebenprodukte (DBP) sind
Bromat (BrOs), Bromoform (CHBrs), Bromessigsaure (BAA), Dibromaceton
(DBA) und Dibromacetonitril (DBAN) (Siddiqui et al., 1995; Von Gunten, 2003;
Weinberg et al., 1993). Einige dieser Verbindungen werden als potentiell
karzinogen diskutiert: Bromat mit einem Trinkwassergrenzwert von 10 ug/L
(TVO, 2001) und Dibromacetonitril. Die wichtigsten Faktoren fur die Bildung
bromierter DBP’s sind die Bromidkonzentration, die Konzentration an geléstem
organischem Kohlenstoff (DOC), wobei Huminsdure und Fulvinsaure die
bedeutendsten Vorstufen sind, und die Ozondosis (Huang et al., 2005).

Es ist lange bekannt, dass eine Oxdation von Bromid durch Ozon zu
Hypobromsaure/Hypobromid (HOBr/OBr) mdglich ist. HOBr/OBr reagiert dann
weiter mit natUrlichem organischem Material (NOM) Uber einen oxidativen oder
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substitutiven Reaktionsweg, um bromierte organische Substanzen zu bilden.
Ein vereinfachtes Reaktionschema ist in (1.1) dargestellt (Hoigne et al., 1985).

O,+Br" ® O,+0Br-
OBr  +H* ® HOBr (1.2
HOBr + NOM ® Br - organik

Auch die Desinfektion durch Chlorung mit Chlorgas, Hypochloritlosung oder
Chlordioxid kann durch Verunreinigungen mit Brom zur Bildung bromorga-
nischer Verbindungen als Desinfektionsnebenprodukte flhren.

Die natirliche Bildung organischer Halogenverbindungen wird in den meisten
Fallen mit einer chemischen Abwehr gegen Bakterien und Fral3feinde oder aber
zur Kommunikation erklart (Gribble, 2003). Zum Beispiel produziert die marine
Rotalge Bonnemaisonia hamifera bromierte Heptanone, die Vorstufen zur
Bildung von Bromoform sein kénnten. Bromoform kdnnte dem Seetang gegen
Fral3feinde oder aber gegen Bakterien dienen (Mcconnell and Fenical, 1980).
Marine Schwamme, die ebenfalls auf eine chemische Abwehr zum Uberleben
setzen, sind oft mit Bakterien oder Mikroalgen assoziiert, die die eigentliche
Metabolitenproduktion Gibernehmen. Einige Beispiele fur Halogenverbindungen
die in Schwammen isoliert wurden sind Fettsdurederivate, Pyrrole, Indole,
Phenolderivate, Tyrosinderivate und sogar Dioxine.

Je

Bild 1.2: Strukturformel des Algenproduzierten Telfairines (Gribble, 1998)

Die bromhaltige Verbindung Telfairine Bild 1.2) wurde in der Alge Plocamium
telfairiae identifiziert und weist eine Toxizitat auf, die mit Lindan vergleichbar ist
(Gribble, 1998). In Cyanobakterien konnten ebenfalls bromierte Metabolite wie
z.B. das hochtoxische Aplysiatoxin gefunden werden, das fur die
Schwimmerkratze in Hawaii verantwortlich gemacht wird (Bild 1.3; Gribble,
1998).
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Bild 1.3: Strukturformel des cyanobakterienproduzierten Aplysiatoxins (Gribble, 1998)

Terrestrische Insekten sind bekannt fir ihre Verwendung von Chemikalien fur
die Kommunikation. Bei mehr als einem Dutzend verschiedener Zeckenspezies
wurde das Sexualpheromon 2,6-Dichlorphenol identifiziert. Die Schabe Blattella
germanica Linnaeus ist mit zwei chlorierten Steroiden ausgestattet, die als
Aggregations-Pheromone dienen. Sogar der Mensch produziert seine eigenen
halogenorganischen Verbindungen. Wahrend verschiedenster Krankheits-
phasen sind die weilRen Blutkérperchen in der Lage mittels Myelo peroxidase
Halogenierungsreaktionen zu Kkatalysieren, um eindringende Pathogene zu
bekampfen (Hazen and Heinecke, 1997; Heinecke, 2000; Henderson et al.,
2001). Menschliche Myeloperoxidasen konvertieren zum Beispiel Chlorphenole
in chlorierte Dioxine und Dibenzofurane, wodurch eine menschliche
Biosynthese von Dioxinen moglich ist (Wittsiepe et al., 2000).

Auch in marinen Cyanobakterien (Blaualgen) wurde eine Vielzahl an
organischen Halogenverbindungen isoliert, zum Beispiel Nostoc sp., welches
das potentielle Antikrebsmittel Cryptophycin A produziert (Bild 1.4; Gribble,
2003).
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Cl

Bild 1.4: Strukturformel des cyanobakterienproduzierten Cryptophycin A

Marine Bakterien bilden zwei halogenierte Bipyrrole (Bild 1.5), wobei bei diesen
Verbindungen der erste Fall von Bioakkumulation in Vdgeln, die von
Meeresorganismen leben, beobachtet wurde (Gribble et al., 1999; Tittlemier et
al., 2002; Tittlemier et al.,, 1999). Eine ahnliche Verbindung wurde in einer
Vielzahl von Meeresbewohnern entdeckt und sogar in der Muttermilch von Inuit
Frauen, die Walfischspeck essen. Somit wurde die erste Bioakkumulation
natirlicher organischer Halogenverbindungen im Menschen nachgewiesen
(Vetter et al., 2000; Wu et al., 2002).

Bild 1.5: Strukturformel der beiden bakterienproduzierten Bipyrrole

Es hat sich gezeigt, dass eine Vielzahl von marinen und terrestrischen
Lebewesen organische Halogenverbindungen produzieren. Genauso vielfaltig
wie die Strukturformeln der verschiedenen natirlichen halogenorganischen
Verbindungen sind, sind auch die Synthesewege. So kommen sowohl biotische
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als auch abiotische Reaktionsprozesse fur die Bildung natirlicher Halogen-
verbindungen in Frage.

1.1.2 Naturliche Synthesewege

1.1.2.1 Abiotisch

Einige der bedeutendsten abiotischen Quellen sind die natirliche Verbrennung
von Biomasse (Waldbrande), Vulkane und andere geothermale Prozesse. In
einer Studie wurden in vulkanischen Gasen von vier verschiedenen Vulkanen
mehr als 300 Organohalogenverbindungen detektiert, von denen 25 Verbin-
dungen als organische Bromverbindungen identifiziert werden konnten (Jordan
et al., 2000).

Niedermolekulare Organohalogenverbindungen wurden ebenfalls in Steinen,
Mineralien und Schiefer gefunden. Geringe Mengen dieser Verbindungen
kbnnen durch den Bergbau freigesetzt werden (Isidorov et al.,, 1993). Des
Weiteren wurden niedermolekulare Organochlorverbindungen in Meteoriten
gefunden (Nkusi et al., 1996; Studier et al., 1965).

Far die naturliche Herkunft von Dioxinen in Sedimenten und Lehm wurde
mehrfach die Verbrennungen von Biomasse und die anschlieRende Ablagerung
vorgeschlagen (Gaus et al., 2001; Green et al., 2001). Weiterhin wird durch
andere Untersuchungen eine enzymatisch oxidative Dimerisierung von
Chlorphenolen fur die Bildung von Dioxinen in Torf und Waldbodden diskutiert
(Hoekstra et al., 1999; Silk et al., 1997).

1.1.2.2 Biologische Bromierung

Haloperoxidasen sind Enzyme, die die Halogenierung von organischem
Material unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid katalysieren. Der Begriff
Haloperoxidasen umfasst nicht nur die Kassischen Haloperoxidasen, sondern
auch Lactoperoxidasen, eosinophile Peroxidasen und Myeloperoxidasen, die
mit entsprechender biosynthetischer Aktivitat ausgestattet sind. Diese Enzyme
fihren eine Halogenierung durch, bei der das elektrophile Halogenid (Hal’) mit
dem Substrat (S) unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid reagiert. (1.1)
stellt einen vereinfachten Reaktionsweg dar (Tanaka et al., 2002).

S-H+H,0,+Ha +H* ® S- Hal +2H,0 (1.1)
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Folgende Eigenschaften der Haloperoxidasen sollen noch erwdhnt werden
(Neilson, 2003):

1. Die Enzyme koénnen eine Spezifikation fir Chlorid, Bromid oder lodid
haben, sie konnen diese aber auch nicht haben: zum Beispiel kdbnnen
Chlorperoxidasen Bromierungs- und lodierungsaktivitaten aufweisen,
dagegen kann es sein, dass eine Bromperoxidase nicht chlorieren kann.

2. Laktoperoxidasen kénnen nur bromieren und iodieren.

3. Auch wenn enzymatische Aktivitdt messbar ist, ist das kein Grund
halogenierte Metabolite in dem Organismus zu finden.

4. Chlorperoxidasen sind fahig eine Reihe von stereospezifischen Oxida-
tionen auszufuhren, wobei tert-Butylhydroperoxid als Sauerstoffquelle
genutzt wird.

Auch bei den Haloperoxidasen sind die klassischen Enzyme vertreten, die
Ham-Eisen oder Vanadium als prosthetische Gruppe enthalten. Aber auch
metallfreie Haloperoxidasen ohne prosthetische Gruppe sind bekannt. So
besitzt das Bakterium Pseudomonas putida eine Bromperoxidase, deren
Aktivitat mit Co®" geférdert wird (ltoh et al., 1994). Sowohl diese Brom-
peroxidase als auch andere Chlorhalogenasen sind FADH,-abhangig (Neilson,
2003). Des Weiteren sollen hier noch die Peroxyacid-vermittelten Enzym-
systeme erwahnt werden. Hierbei handelt es sich um Degradationsenzyme, die
in Acetat- oder Propionat-Pufferlésungen in Anwesenheit von Wasserstoff-
peroxid bromieren. In einem Peressigsaurepuffer ist die Bromierung auch ohne
Wasserstoffperoxid moglich.

Im marinen Bereich wurde eine saisonale Abhangigkeit der Bromperoxidase-
Aktivitat, mit hoher Aktivitdt im Sommer, beobachtet (Flodin et al., 1999). Die
saisonal verstarkte Bromperoxidase-Aktivitdt mag mit dem in den Sommer-
monaten erhéhten Gehalt an Wasserstoffperoxid zusammenhangen. Dies steht
Im Zusammenhang mit der Tatsache, dass Wasserstoffperoxid in Oberflachen
gewassern mit hohen Raten bei intensiver Sonneneinstrahlung gebildet wird
(Cooper et al., 1988).

Die Isolation und Charakterisierung von Haloperoxidasen aus Frischwasser-
algen, die bisher nur aus terrestrischen Pflanzen oder marinen Bakterien und
Algen isoliert wurden, zeigt ein mogliches Vorkommen von Haloperoxidasen in
Frischwasser Systemen (Verdel et al., 2000). Bei dieser Haloperoxidase
handelt es sich um ein Enzym mit Vanadium als prosthetische Gruppe.
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1.2 AOBr-Bildung in Berliner Oberflachengewassern
— Stand des Wissens -

Bereits seit einigen Jahren wird die Konzentration an organischen
Bromverbindungen im Tegeler See und im Wannsee, zwei Oberflachen
gewasser in Berlin, bestimmt. Der Tegeler See und auch der Wannsee werden
als euthroph eingestuft. Beide Seen sind durch kommunale Abwasser aus
Klaranlagen beeinflusst und an beiden Seen wird nach Uferfiltration Rohtrink-
wasser geférdert, und somit eine indirekte Wiederverwendung von kommu
nalem Abwasser praktiziert.

Bei der Bestimmung halogenorganischer Verbindungen mittels des Summen-
parameters ,adsorbierbare organische Halogenverbindungen® (AOX) werden
organisch gebundene Chlor-, Brom- und lodverbindungen gemeinsam erfasst,
wobei der AOX als Chloraquivalente angegeben wird. Einige Berliner
Klarwerksablaufe weisen eine sehr hohe AOX-Konzentration von bis zu
75,5 pg/L CI auf. Die ionenchromatographische Differenzierung des AOX in
adsorbierbare organische Chlor- (AOCI), Brom- (AOBr) und lod- (AOI)
Verbindungen (Oleksy-Frenzel et al., 2000) =zeigt, dass organische
lodverbindungen einen hohen Teil des AOX ausmachen (Putschew and Jekel,
2001; Wischnack et al.,, 1998). Es hat sich herausgestellt, dass gerade in
Krankenhausabwéssern iodierte Rontgenkontrastmittel den AOI ausmachen
(Putschew and Jekel, 2006). Eine Differenzierung des AOX ist daher
angebracht, um den Gehalt an AOX nicht Uberzubewerten und falsch zu
interpretieren.

1.2.1 AOBr-Jahresprofile

Seit 1998 wurden im Fachbereich Wasserreinhaltung der TU Berlin
Jahresprofile an organischen Bromverbindungen im Tegeler See aufge-
nommen. Von 1998-2000 ist ein charakteristischer Trend der AOBI-
Konzentrationen zu erkennen (Bild 1.6A; Putschew et al., 2003; Putschew et al.,
2001; Wischnack, 2000). Wahrend das ganze Jahr Uber Konzentrationen von
9 + 3 ug/L gemessen werden, steigt die AOBr-Konzentration im Spatsommer
(August/September) um das Vierfache an, mit Konzentraionen von 32 + 6 ug/L.
In allen drei Jahren ist das Spatsommermaximum deutlich zu erkennen.

Wischnack (2000) fuhrte zusatzlich AOBr-Rastermessungen am Tegeler See
durch, um die Konzentrationsverteilung im See und in den Zuldufen Uber das
ganze Jahr zu bestimmen. Die AOBr-Verteilung ist danach diffus mit hohen
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Konzentrationen im See und niedrigen Zulaufkonze ntrationen. Eine Bildung
bromorganischer Verbindungen im See liegt demnach nahe.
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Bild 1.6: Jahresprofile der AOBr-Konzentration im Tegeler See, A: vor 2001 (Putschew et
al., 2003; Wischnack, 2000) und B: ab 2001 (Grunheid et al., 2005; Putschew et al., 2003)

In den Jahren nach 2001 fallt auf, dass das Spatsommermaximum an brom-
organischen Substanzen im Tegeler See nicht so intensiv ist oder sogar ganz
ausbleibt (Bild 1.6B). Im Jahr 2001 wurde die Haveleitung wieder in Betrieb
genommen. Durch die Haveleitung wird Wasser aus der Oberhavel in die
Zulaufe des Tegeler Sees gepumpt.

Um den Einfluss der Oberhavelleitung auf die AOBr-Konzentration deutlich zu
machen, sind die Zuflussraten in den Tegeler See in Bild 1.7 dargestellt (BWB,
2006). Es ist zur erkennen, dass besonders in den Sommermonaten die
Havelleitung zu den natirlichen Zuldufen Tegeler Flie3 und Nordgraben
dazugeschaltet wird. Im Durchschnitt steigt die Abflussmenge an der Ober-
flachenwasseraufbereitungsanlage (OWA), in die sowohl die natirlichen
Zulaufe als auch die Havelleitung einspeisen, um das Doppelte von
1,3 + 0,4 m®/s im Jahre 2001 auf 2,7 + 0,6 m*/s im Jahre 2005 an (BWB, 2006).
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Bild 1.7: Jahresprofile der Ablaufgeschwindigkeiten am Zulauf des Tegeler Sees
(Oberflachenwasseraufbereitungsanlage = OWA): schwarze Symbole = kein zusatzlicher
Zufluss aus der Havelleitung; weiBe Symbole = Jahre mit zeitweisem Zufluss durch die
Havelleitung (BWB, 2006)

Die steigenden Zulaufgeschwindigkeiten in den Tegeler See haben zur Folge,
dass die Durchflussraten im See steigen, das Seewasser verdinnt wird und die
Algenblite im Spatsommer wahrscheinlich weniger intensiv ist. Da in den
Jahren der Inbetriebnahme der Havelleitung auch geringere AOBr-Maxima im
Spatsommer zu beobachten sind, wird vermutet, dass bei der Bildung brom-
organischer Substanzen phototrophe Organismen beteiligt sind. Aber auch die
Aufnahme von Jahresprofilen der Chlorophyll-a-Konzentration und des AOBr
durch Wischnack (2000) weisen auf einen Einfluss der Algenbltte hin (Bild 1.8).
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Bild 1.8: Jahresprofil der AOBr- und Chlorophyll-a-Konzentration im Tegeler See 1998
(Wischnack, 2000)

Nicht nur im Tegeler See ist ein Anstieg der AOBr-Konzentration im Spéat-
sommer zu erkennen, der mit der Algenblite korreliert. Im Wannsee wurden
durch Grinheid et al. (2006) ebenfalls Uber mehrere Jahre die AOBr-Konzen
trationen beobachtet (Bild 1.9). Auch hier ist ein Maximum von bis zu
36 + 6 pg/L zu erkennen, wogegen die Konzentrationen im restlichen
Jahresverlauf bei 8 £ 1 pg/L liegen. Eine deutlich geringere Bildung bromorga-
nischer Substanzen ist im Jahr 2002 zu erkennen. In diesem Jahr war das
Wetter kuihl und regrerisch, wodurch die Algenblite weniger intensiv war. Somit
zeigt sich ein weiteres Mal ein Zusammenhang zwischen Algenblite und AOBr-
Bildung.
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Bild 1.9: Jahresprofil der AOBr-Konzentration im Wannsee (Griinheid, 2006)

1.2.2 AOBr-Bildung im Labor

Der Versuch, die Bildung bromorganischer Substanzen im Labor zu simulieren,
mit dem Ziel, die Bedingungen bzw. die Voraussetzungen fur eine AOBI-
Bildung zu bestimmen, wurde bereits in Form von Batchtests durchgefiuhrt
(Putschew et al., 2003; Putschew et al., 2001). Dabei muss in Seewasser-
Batchtests und Algen-Batchtests unterschieden werden. FiUr Seewasser-
Batchtests wurde unbehandeltes Oberflachenwasser verwendet und far
Algen-Batchtests wurden Algenkulturen kultiviert. Alle Batchversuche wurden in
offenen Glasflaschen durchgefiihrt. Die Batchtests wurden mit kinstlichem
Sonnenlicht bestrahlt und mit filtrierter Luft (0,45 um) bellftet.

1.2.2.1 Seewasser-Batchtests

Seewasser-Batchtests wurden in erster Linie durchgefuhrt, um die Bedingungen
fur eine Laborsimulation der Bildung bromorganischer Verbindungen in
Oberflachenwassern zu bestimmen. Hell/dunkel Versuche machten die
Notwendigkeit von Licht deutlich. In Bild 1.10 ist der Verlauf der AOBTr-
Entwicklung fur zwei hell/dunkel Versuche mit Wasser des Tegeler Sees
dargestellt (Putschew et al., 2003). Die beiden Versuche unterscheiden sich
lediglich in der jahreszeitlichen Zusammensetzung des Tegeler See- Wassers.
Fur den ersten Versuch @ild 1.10 A) wurde der Tegeler See im September
2001 beprobt (Anfangs-AOBr = 25,0 ug/L), der zweite Versuch @8ild 1.10 B)
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wurde mit Wasser des Tegeler See aus dem Monat Dezember 2001 angesetzt
(Anfangs-AOBr = 16,8 pg/L).
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Bild 1.10: Lichteinfluss auf Tegeler See- Wasser-Batchtests, A: September 2000 und B:
Dezember 2001 (Putschew et al., 2003)

In beiden Versuchen ist eine deutliche AOBr-Bildung unter Lichteinwirkung zu
erkennen: 2,5facher Zuwachs fur den September-Versuch und Verdoppelung
fur den Versuch mit Dezember-Wasser. Dagegen findet in den dunklen
Parallelversuchen keine bzw. nur eine geringe AOBr-Bildung statt; 20 %ige
Abnahme fur das September-Wasser Bild 1.10 A) und 17 %ige Zunahme fur
das Dezember-Wasser (Bild 1.10 B). Eine photochemische abiotische Reaktion
ist auszuschliel3en, da diese im Dunklen sofort stoppen sollte. Dagegen kdonnen
phototrophe Organismen eine kurze Zeit im Dunklen Uberleben, sodass
vermutet wird, dass die Bildung im Zusammenhang mit der Photosynthese
steht. Es ist zu erkennen, dass sich die Produktionsraten beider ,hell*-Versuche
stark unterscheiden: 34 pg/L in 15 d fir das September-Wasser und 2,6 pg/L in
18 d fur das Dezember-Wasser. Auch das ist ein Indiz fur einen biotischen
Prozess unter Algenbeteiligung, denn im September wurde das Wasser am
Ende der Algenblite mit hoher Biokonzentration genommen, wahrend im
Dezember nur eine geringe Biokonzentration zu e rwarten ist.

Um die Vermutung der biotischen Bildung bromorganischer Verbindungen
weiter zu untermauern und die Ubertragbarkeit auf andere Gewasser zu priifen,
wurde ein Seewasser-Batchtest mit Wasser aus dem Miuggelsee (Anfangs-
AOBr = 7,2 ug/L) mit Natriumazid versetzt. Dabei war wahrend der gesamten
Versuchsphase keine AOBr-Entwicklung zu beobachten, dagegen war in einem
Parallelversuch ohne Azid-Zugabe eine AOBr-Bildung von 34 ug/L zu beob-
achten (Bild 1.11A).
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Weiterhin wurden Versuche mit dem photosynthesehemmenden Herbizid
Diuron® durchgefithrt. In Bild 1.11B ist der Einfluss des Diurons® in einem
Tegeler See- Wasser-Batchtest dargestellt (Anfangs-AOBr = 15,7 pug/L).
Wihrend im Batchtest ohne Diuron® der AOBr-Gehalt in 66 d auf 30 pg/L
ansteigt, schwankt er fir den mit Diuron® versetzten Test um 15 ug/L, was der
Ausgangskonzentration entspricht. Durch Hemmung der Photosynthese findet
demnach keine AOBr-Bildung statt.
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Bild 1.11: Einfluss von Natriumazid (Na-Azid) und Diuron® auf die AOBI-Bildung in Seewasser-
Batchtests, A: Miggelsee-Batchtests (MSee) mit und ohne Na-Azid und B: Tegeler See-
Batchtests (TSee) mit und ohne Diuron® (Putschew et al., 2003)

Beide Versuche zeigen zusatzlich (Bild 1.11A und B), dass eine Simulation der
AOBr-Produktion im Labor mit Wéassern unterschiedlicher Herkunft méglich ist.
Sowohl mit anthropogen beeinflusstem Wasser aus dem Tegeler See (TSee;
Klarwerksablauf Gber Nordgraben aus Schénerlinde) als auch mit Wasser aus
dem Miuggelsee (MSee), welches nur gering anthropogen beeinflusst ist
(Klarwerksablauf Uber Spree aus Minchehofe), findet eine AOBr-Produktion
statt. Die unterschiedlichen Produktionsraten (MSee: 24,3 ug/L in 65 d und
TSee: 14 pg/L in 66 d) kénnen nicht nur auf die anthropogenen Beein-
flussungen sondern auch auf unterschiedliche Probenahmejahreszeiten (MSee:
Marz 2001, TSee: November 2001) zurlickgefuhrt we rden.

Die Vorraussetzungen fur die Bildung organischer Bromverbindungen lassen
sich demnach wie folgt zusammenfassen: Eine AOBr-Bildung findet im Labor
nur in Anwesenheit phototropher Organismen statt, die in einem Nahrmedium
(in diesem Fall Seewasser) wachsen, das mit Luft begast und durch kinstliches
Sonnenlicht beleuchtet wird.
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1.2.2.2 Algen-Batchtests

Eine Simulation der AOBr-Bildung konnte auch durch Batchtests mit reinen
Algenkulturen erzielt werden (Putschew et al, 2003). Desmodesmus
subspicatus wurde als weit verbreiteter Grinalgenvertreter in SuRwassern
herangezogen, um Algen-Batchtests durchzufuhren. Es zeigte sich, dass unter
optimalen Nahrstoffbedingungen unter dem Einfluss von Licht, Beluftung mit
Luftsauerstoff und bei 25 °C Raumtemperatur eine Bildung von 3,3 ug/L AOBr
in 76 d moglich ist (Bild 1.12).
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Bild 1.12: AOBr-Bildung in Desmodesmus subspicatus-Batchtests; optimal = optimale Nahr-
mediumzusammensetzung, reduziert = 1:10 verdinnte Nahrmediumzusammensetzung
(Putschew et al., 2003)

Laturnus et al. (2000) hat die Bildung niedermolekularer Organohalogen
verbindungen in Abhangigkeit von abiotischen Faktoren untersucht. Es wird
vermutet, dass bei kurzzeitiger Anderung abiotischer Faktoren (Licht,
Temperatur, Salinitéat) die Bildung halogenorganischer Verbindungen stress-
bedingt ist. Eine Erhdhung der Salinitat hat im Langzeitversuch tatsachlich zu
einer Erhohung der Produktion halogenorganischer Verbindungen gefihrt. Aus
diesem Grund wurde ein Algen-Batchtest unter Stressbedingungen in Form
von Nahrstoffmangel durchgefuhrt (Putschew et al., 2003). Dazu wurde die
Nahrlésung fur Desmodesmus subspicatus 1:10 verdinnt und die AOBI-
Bildung beobachtet. Wie in Bild 1.12 zu erkennen ist findet unter reduzierten
Nahrstoffbedingungen eine zehnfach hohere Produktion an AOBr statt
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(15,6 pg/L in 15 d) als unter optimalen Bedingungen (2,1 pg/L in 19 d). Eine
stressbedingte Erh6hung der Bildung arganischer Bromverbindungen ist also
auch im Algen-Batchtest mit Desmodesmus subspicatus zu beobachten.
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2 ZIELSETZUNG

Das Hauptziel des hier durchgefiuihrten Forschungsvorhabens ist, die Bildungs-
ursache bzw. den -mechanismus der bromorganischen Verbindungen in
Oberflachengewassern zu klaren.

Eine Feldstudie soll wichtige Informationen beziglich der Bildung von AOBr in
der Natur liefern. Neben der AOBr-Bestimmung sollen andere Konzentrationen
bestimmt werden, die nach bisherigem Wissen einen Einfluss auf die AOBr-
Bildung haben bzw. Informationen tUber den Zusammenhang mit phototrophen
Organismen liefern. Es sollen Tiefenprofile und zeitliche Konzentrationsprofile
an der Oberflache aufgenommen werden.

Zahlreiche Versuche sollen durchgefuhrt werden, um die Wiederholbarkeit der
AOBr-Simulation, die stark biologisch beeinflusst ist, zu Uberprifen. Die
Versuche sollen gleichzeitig die bisher bekannten Voraussetzungen fur die
AOBr-Simulation verifizieren und neue Faktoren bertcksichtigen.

Neben Prozessstudien in Feld und Labor soll der AOBr charakterisiert werden
und wenn mdglich durch spezifische Einzelstoffanalytik bestimmt werden.

Des Weiteren soll das Verhalten der bromhaltigen Verbindungen wahrend der
Uferfiltration beschrieben werden. Das Verhalten der bromhaltigen Verbindung-
en (Transformation/Metabolisierung) wahrend der Bodenpassage ist von
groRem Interesse, da sehr haufig Oberflaichenwasser nach Uferfiltration als
Rohtrinkwasser gefordert wird.



18

3 Methodisches Vorgehen




3.2 Batchtests 19

3 METHODISCHES VORGEHEN

In diesem Kapitel wird das methodische Vorgehen beschrieben. Details
beziglich der Bestimmungsmethoden und der Versuchsvorschriften sind im
Anhang Il zu finden. Der Anhang Il enthalt auch eine Tabelle (11.3), in der alle
durchgefiihrten Batchtests unter Angabe der genauen Versuchsbedingungen
aufgelistet sind.

3.1 Feldstudien

Alle bisher durchgefiuihrten Arbeiten deuten an, dass Algen fur die Bildung
bromorganischer Substanzen im Spatsommer verantwortlich sind. Um diese
Vermutung zu verifizieren wurden im Rahmen einer Feldstudie am Tegeler See
Tiefenprofile sowie die zeitliche Entwicklung ausgewahlter Konzentrationen im
Oberflachenwasser bestimmt. Die Tiefenprofile wurden erstellt, um die AOBIr-
Bildung lokalisieren zu kénnen. Neben der Bestimmung des AOBr-Gehalts
wurde die Konzentration an Chlorophyll-a in der aufgeschlossenen Biomasse
bestimmt sowie die Konzentration an Wasserstoffperoxid, gelésten organischen
Kohlenstoff (DOC) und Bromid. Im September 2005 wurden AOBr-Messungen
an ausgewahlten Probenahmeorten des Berliner Wassersystems vorge-
nommen. Es wurden sowohl die Zu- und Ablaufe des Tegeler Sees und
Wannsees als auch der Tegeler See, Wannsee, Miggelsee und die Spree
beprobt.

3.2 Batchtests

Sowohl Versuche mit Oberflachenwasser als auch mit Algenkulturen wurden in
offenen Glasflaschen durchgefuhrt (Volumen 20 L bzw. 5 L). Die Glasflaschen
standen in der Regel in einer Klimakammer (25 °C), wurden mit kinstlichem
Sonnenlicht bestrahlt und mit filtrierter Luft (0,45 pm) belilftet. Zu allen
Versuchsansatzen wurde, wenn nicht anderes erwéhnt, 100 pg/L Bromid
gegeben. Die Batchtests wurden regelméaRig beprobt und die Konzentration an
AOBr gemessen. In bestimmten Versuchsansatzen wurden neben dem AOBt,
das geloste Bromid, der DOC und die Wasserstoffperoxidkonzentration
bestimmt, sowie die Individuenzahl der lebenden Organismen. Die Quantifizie-
rung aller gelésten Verbindungen erfolgte nach Filtration (0,45 pm).

3.21 Seewasser-Batchtests

Flur Seewasser-Batchtests wurde unfiltriertes Oberflachenwasser unterschied-
licher Herkunft eingesetzt. Die Seewasser-Batchtests wurden auch mit Wasser,
das zu unterschiedlichen Jahreszeiten genommen wurde, angesetzt, um den
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Einfluss der biologischen Zusammensetzung als Versuchsparameter zu
erfassen. FuUr die Erzeugung von Proben mit hohem AOBr-Gehalt wurden
einige Seewasser-Batchtests bis zu einem Jahr lang durchgefiihrt. Eine Bromid-
dotierung war in Seewasser-Batchtests nicht notig, da mindestens 100 ug/L
Bromid bereits naturlich im Sewasser enthalten ist.

3.2.2 Algen-Batchtests

Fur die Algen-Batchtests wurden Algen aus vorgezlchteten Suspensionen
eingesetzt, wobei die Anfangskonzentration vom Zeitraum der Vorkultivierung
abhing. Die Algensuspension wurde zu einem bestimmten Volumen einer fir
die Algenart typischen Né&hrstofflosung gegeben oder zu einem Oberflachen-
wasser, das zuvor filtriert und autoklaviert wurde, oder aber nur filtriert wurde.

Neben der bereits verwendeten Grinalge Desmodesmus subspicatus
(Putschew et al., 2003), die ebenfalls fur Wiederholungsversuche verwendet
wurde, sind Batchtests mit dem Cyanobakterium Microcystis aeruginosa
angesetzt worden. Dieses Cyanobakterium wurde ausgewahlt, da es bekannt
ist fir ein rasantes Wachstum im Sommer und den daraus resultierenden
Blaualgenbliten in nahrstoffreichen Gewassern. Derartige Blaualgenbliten
kénnen im Sommer im Wannsee und konnten vor Inbetriebnahme der Havel
leitung (siehe Kapitel 1.2.1, Seite 9) im Tegeler See beobachtet werden. Beide
Organismen wurden fur Batchversuche unter optimalen und reduzierten N&hr-
stoffangeboten eingesetzt, um die AOBr-Bildung unter Stress zu untersuchen.
Fur Versuche mit reduziertem Nahrstoffangebot wurde die sonst eingesetzte
Nahrlésung 1:10 mit ultrareinem (u.p.) Wasser verdinnt. Der Einfluss von Licht
(hell/dunkel Versuche), Photosynthese (Hemmung mit Diuron®) und Wasser-
stoffperoxid wurde mit Microcystis aeruginosa untersucht.

3.2.3 Brombilanz —intra- und extrazellulares Brom

Um detailliertere Informationen tber den Bildungsmechanismus zu bekommen,
wurde in einigen Algen-Batchtests eine Brombilanz aufgestellt. Neben dem
AOBr-Gehalt und der Konzentration an Bromid, die beide in der wassrigen
Phase bestimmt werden, wurde der Bromgehalt der Organismen bestimmt
(intrazellularer Bromgehalt). Die Organismen wurden abfiltriert, getrocknet und
verbrannt. In dem im Wasser aufgefangenen Verbrennungsgas wurde dann die
Bromidkonzentration bestimmt, analog zur AOBr-Bestimmung. Der
intrazellulare Bromgehalt setzt sich aus organisch gebundenem Brom und
anorganischen  Bromspezies zusammen. Eine Differenzierung des
intrazellularen Bromgehaltes in intrazellular organisch gebundenem Brom und
intrazellular anorganischen Bromspezies wurde ebenfalls vorgenommen.
Hierfir wurden die Organismen von der wassrigen Phase abgetrennt und
anschlieend durch alkalische Hydrolyse aufgeschlossen. Das Hydrolysat
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wurde mit Dichlormethan extrahiert. Der organische Extrakt wurde aufkon
zentriert, verbrannt und die Verbrennungsgase analysiert. Die so bestimmte
Bromidkonzentration reprasentiert das intrazellular organisch gebundene Brom.
Der intrazellulare anorganische Bromidgehalt ergibt sich aus der Differenz
intrazellularem Brom und intrazellular organisch gebundenes Brom.

3.24 Enzym-Batchtests

Wie bereits in der Einleitung erwahnt (Kapitel 1.1.2.2, Seite 6), ist die biolo-
gische Bromierung durch Haloperoxidasen im marinen Bereich oft beschrieben
worden. Eine Reaktion von natirlichem organischem Material (NOM), Bromid
und Wasserstoffperoxid durch eine enzymatische Katalyse ist auch in
Frischwassersystemen vorstellbar und wurde untersucht. Hierzu wurde Wasser
aus dem Tegeler See aufkonzentriert (1:10), autoklaviert, mit Bromid und mit
einer Bromperoxidase (Meerretichisolat) versetzt. In einem weiteren Enzymtest
wurde der Einfluss der NOM Herkunft untersucht. Versuche mit Tegeler See-
Wasser (filtriert 0,45 pum) und mit NOM aus dem Suwanee River, gelost in u.p.
Wasser, wurden durchgefuhrt. Bei diesen Versuchen wurde u.a. die
Bromperoxidaseaktivitat durch Monochlorodimedon- (MCD) Assay bestimmt.

3.25 Versuche an Laborbodensaulen

Laborversuche an Bodensdulen sollen das Verhalten bromorganischer
Verbindungen wahrend der Uferfiltration deutlich machen. Hierzu wurden vier
Saulen, geflllt mit technischem Sand bzw. Ufermaterial aus dem Tegeler See,
mit unterschiedlichen Oxidationszustanden verwendet. Die Redoxverhaltnisse
wurden zum einen durch unterschiedlich begaste Vorratswasser erzeugt
(luftsauerstoffbegast = sauerstoffgeséttigt und stickstoffbegast = sauerstofffrei).
Zusétzlich wurde das Vorratswasser von zwei Sdulen mit 3 mg/L Starke dotiert,
um durch erhohte Mikroorganismenaktivitdt Sauerstoff zu verbrauchen und
anoxisch/anaerobe Bedingungen zu schaffen. Die Saulen wurden mit
Seewasser aus dem Tegeler See beschickt, sodass ein Hintergrund-AOBr
vorliegt. Dieser wurde vor Beginn der Versuche sowohl im Vorratsbehélter
(Vorrats-AOBr) als auch am Saulenausgang (Durchlauf-AOBr) bestimmt.

Um die Totzeit nicht retardierender Substanzen fur die verwendeten Saulen zu
bestimmen, wurden Tracerversuche mit KCI-Losung durchgefihrt. Eine
Detektion der KCI-Losung fand anhand der Leitfahigkeit statt.

Das Verhalten von algenproduziertem AOBTr bei der Bodenpassage wurde mit
Proben aus einem Cyanobakterien-Batchtest untersucht. Der Batchtest wurde
dazu filtiert (0,45 pum) und mit einem definiertem Volumen (200 ml) und gleich
bleibendem Fluss (1,6 L/d) auf die Saulen gegeben.

3.3 Einzelstoffanalytik
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Umweltproben sind komplexe Gemische der verschiedensten Verbindungen mit
den unterschiedlichsten Eigenschaften und Strukturmerkmalen. Bei der Suche
nach unbekannten Verbindungen werden zunachst geeignete Methoden
entwickelt, um die interessanten Verbindungen mdglichst gut von der Matrix
abzutrennen. Hierzu bedient man sich der Klassifizierung der unbekannten
Verbindungen in Gruppen mit dhnlichen chemischen Eigenschaften (Polaritét,
Flichtigkeit, etc.) und Strukturmerkmalen (funktionelle Gruppen, Stoffklassen,
Heteroatome etc.).

Gerade im ppm-Bereich (ug/L) und geringer ist es sinnvoll bereits mit der
Probenaufarbeitung den groRten Teil der Matrix abzutrennen. Danach erfolgt
eine Trennung durch chromatographische Methoden, mit Hilfe derer die
verbleibenden Verbindungen in ihre Einzelstoffe getrennt werden. Zahlreiche
Detektionsmethoden stehen flr die Detektion der so getrennten Einzelstoffe zur
Verfigung. Wichtige Informationen im Fall von unbekannten Verbindungen
liefert die Massenspektrometie (MS), die sowohl mit der Gaschromatographie
(GC) wie auch mit der Flussigkeitschromatographie (LC) gekoppelt werden
kann.

3.3.1 Festphasenextraktion (SPE)

Anhand der Extraktionsausbeuten mit unterschiedlichen Festphasen wurde die
Polaritdt der organischen Bromverbindungen eingegrenzt. Es wurden sechs
verschiedene Festphasen eingesetzt, wobei darunter eine apolare Umkehr-
phase war (LiChrolut® RP-18), zwei polare Phasen (LiChrolut® EN und Isolute®
ENV+), eine Phase fiur polare und apolare Verbindungen (Oasis HLB) und zwei
lone naustauscherphasen (Bond-Elut® SAX und SCX).

Die Polaritatseigenschaften laut SPE wurden sowohl an Seewasser-
Batchtestproben als auch an Algen-Batchtestproben untersucht. Diese Proben
waren auf Grund hoher AOBr-Konzentrationen fur die AOBr-Wiederfindungs-
versuche nach SPE gut geeignet.

Fur die Probenaufarbeitung wurde die Festphasenextraktion mit der besten
AOBr-Wiederfindung verwendet, um bei der Einzelstoffanalytik méglichst viele
Bromverbindungen zu erfassen.

3.3.2 Aufkonzentrierung nach Entsalzung

Um alle organischen Bromverbindungen unabhé&ngig ihrer Polaritat und
Loslichkeit untersuchen zu kénnen, wurde eine Methode zur Aufkonzentrierung
entwickelt. Hierbei ist einerseits wichtig, dass schonend eingeengt wird, um
eine Strukturveranderung zu verhindern und andererseits eine klare Lésung
entsteht, da mogliche ausfallende Salze die interessierenden bromorganischen
Verbindungen mit fallen kdnnten.
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Das Ausfallen schwerléslicher Salze (wie zum Beispiel Ca®*- oder Mg?*-Salze)
wahrend der Konzentration wird durch lonenaustausch verhindert.  Mit
Kationenaustauscherkartuschen kénnen die Kationen gegen Protonen oder
Natriumionen ausgetauscht werden. Da erstere Variante zu einer starken
Erniedrigung des pH-Wertes fuhrt, der méglicherweise einen negativen Einfluss
auf die Verbindungen beim Aufkonzentrieren hat, wurde der Austausch mit
Natriumionen bevorzugt.

Die Aufkonzentrierung wurde im SpeedVac® durchgefiihrt, wobei es durch
Rotation, Unterdruck und Warme (70 °C) zur Volumenreduktion kommt.

3.3.3 Probenfraktionierung an Kieselgel

Eine weitere Eingrenzung der Polaritdt des AOBr bietet die Fraktionierung an
Kieselgel. Hierzu wird an einer konditionierten Kieselgelsaule mit verschieden
polaren Losungsmitteln fraktioniert:

1. Hexan ~Kohle nwasserstoff-Fraktion*
2. Hexan/Dichlormethan (9:1) LZ/Aromaten-Fraktion“

3. Dichlormethan/Methanol (9:1) ,Heterokomponenten-Fraktion*
4. Methanol ,Polare-Fraktion*

Fur die Fraktionierung wurden sowohl aufkonzentrierte Proben verwendet als
auch Proben nach Festphasenextraktion, um eine mogliche Aufteilung der
organischen Bromverbindungen in strukturelle Untergruppen zu erreichen. Eine
Natriumsulfatschicht auf dem Kieselgel soll Wasser aufnehmen und im Falle
von wassrigen aufkonzentrierten Proben eine Kieselgelfraktionierung ermag-
lichen. Es wurden uberwiegend Seewasser-Batchtestproben fur die Fraktio-
nierung eingesetzt, da die Proben einen hoheren AOBr aufwiesen und
maoglicherweise den Proben in der Natur am nachsten kommen.

3.4 Chromatographie

Fur die chromatographische Trennung der bromorganischen Verbindungen und
der verbleibenden Matrix stehen zwei grundlegende Methoden zur Verfligung.
Sowohl die Gaschromatographie als auch die Flussigkeitschromatographie
wurden als Trennmethode optimiert und ausgewertet.

3.4.1 Gaschromatographie (GC)

Fur die gaschromatographische Trennung wurde eine DB-5-Saule verwendet,
die 5 % Diphenyl-/ 95 % Dimethylsiloxan als stationare Phase enthalt. Eine
Optimierung der Trennung fir die Gaschromatographie findet Uber die
Temperatur und Saule statt.



24 3 Methodisches Vorgehen

Da durch die Gaschromatographie nur Verbindungen erfasst werden konnen,
die unzersetzt in die Gasphase uberfuhrbar sind, wurden alle polaren
Fraktionen (nach Kieselgelsaule) sowohl derivatisiert als auch underivatisiert
analysiert.

3.4.1.1 Derivatisierung fur die Gaschromatographie
Trimethylsilylierung

Die haufigste Form der Derivatisierung in der Gaschromatographie ist der
Austausch von aktiven Wasserstoffatomen durch eine Trimethylsilylgruppe
(TMS-Derivat). N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoracetamid (BSTFA) ist ein starkes
Silylierungsmittel, das eine Vielzahl von Verbindungen wie Alkohole, Amine,
Carbonsauren, Phenole, Steroide, biogene Amine und Alkaloide zu sehr
stabilen TMS-Derivaten silyliert.

Methylierung

Auch bei der Methylierung werden aktive Wasserstoffatome (z.B. in Fettsduren)
ersetzt, allerdings gegen Methylgruppen. Als Methylierungsmittel wurde
Diazomethan (CHzN) eingesetzt. Die Methylierung findet daher via Methyl-
diazonium-Salz (HzC-N;") statt.

3.4.2 Flussigkeitschromatographie (LC)

Bei der Flussigkeitschromatographie stellt sich das Problem der Flichtigkeit
und demnach der Notwendigkeit zu derivatisieren nicht. Hier wird anhand des
Saulenmaterials (stationdare Phase) und Eluenten (mobile Phase) eine
Optimierung der Trennung vorgenommen.

Es wurden viele verschiedene Saulen fur die Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC) ausprobiert. Auch unterschiedliche Eluenten wurden
verwe ndet: mit und ohne lonenpaar, bei sauren und alkalischen pH-Werten und
mit unterschiedlichen Losungsmittelgemischen (u.p. Wasser, Methanol, Aceto-
nitril).

Es wurden Standardgemische analysiert, anhand derer die Trennung im
Vorversuch optimiert werden konnte. Allerdings war die Wahl der Standards
schwierig, da es bis dahin noch zu keiner Identifikation von bromorganischen
Verbindungen in den Oberflachenwasserproben oder Batchtestproben kam.
Daher wurden unterschiedlich bromierte und polare Standards ausgewahlt
(Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Auswahl an Standardverbindungen fiir die Fliissigchromatographie

Standard Strukturmerkmale
Bromchloressigsaure bromierte und chlorierte Saure
Bromphenylessigsaure bromierte, aromatische Saure
2,3-Dibrompropionsaure mehrfach bromierte Saure
2,4-Dibromphenol mehrfach bromierter, aromatischer Alkohol
2,4,6-Tribromphenol mehrfach bromierter, aromatischer Alkohol

3.5 Massenspektrometrie

Fir die Detektion der unbekannten Verbindungen wurde die
Massenspektrometrie (MS) gewdahlt. Die unbekannten bromorganischen
Verbindungen sollten sehr gut anhand ihres charakteristischen Isotopenmusters
von "°Br und ®!Br zu erkennen sein. In den Chromatogrammen durch GC-MS
wurde nach dem charakteristischen Isotopenmuster gesucht. Im Fall der
Kopplung LC-MS wurde eine Methode zur selektiven Detektion von
iodorgansichen Verbindungen (Putschew and Jekel, 2003) fur die selektive
Detektion von bromorganischen Verbindungen modifiziert. Mit Hilfe dieser
Analysenmethode kdnnen die Rete ntionszeiten der unbekannten Verbindungen
bestimmt werden. Durch “konventionelle” LC-MS Messungen im scan-Modus,
unter gleichen chromatographischen Bedingungen, konnen dann die
Molekulargewichte und Halogenierungsgrade der unbekannten Verbindungen
bestimmt werden. Die “Suche” nach Isotopenmustern ist im Fall der LC-MS im
scan nur sehr schwer mdglich, da dieser Detektionsmodus sehr unempfindlich
ist und so nur mit Hilfe der bekannten Retentionszeit Massenspektren aus den
scan-Messungen extrahiert werden kénnen.
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4 ERGEBNISSE

Die Bezeichnung Alge wird in der Algenkunde (Phykologie oder Algologie)
unterschiedlich verwendet und verschiedenen Begriffen zugeordnet. Im
weiteren Sinne bezeichnen sie im Wasser lebende, eukaryotische,
pflanzenartige Lebewesen, die Photosynthese betreiben, jedoch nicht zu den
eigentlichen Pflanzen gehoren. Als Algen im engeren Sinne werden zahlreiche
Protistengruppen bezeichnet. Hierzu gehdren sowohl einzellige als auch
mehrzellige Lebewesen. Als Blaualgen werden falschlich die Cyanobakterien
bezeichnet, die zu den Prokaryoten gehoren und deshalb weder zu den Algen
noch zu den Pflanzen gerechnet werden. Sie werden eher zu den Bakterien
gezahlt. In dieser Arbeit werden Cyanobakterien zur Vereinfachung teils auch
unter dem Begriff der Algen gefiihrt, da sie in der Versuchsgruppe der Algen
Batchtests im Vergleich zu tatsédchlichen Algen (Desmodesmus subspicatus)
diskutiert werden.

4.1 Der Bildungsmechanismus

Wie bereits in der Einleitung (Kapitel 1.2.1, Seite 8) dargelegt, ist bekannt, dass
saisonal bromorganische Verbindungen in Binnengewassern entstehen kénnen.
Untersuchungen von Putschew et al. (2003) und Wischnack (2000) weisen auf
eine biotische Reaktion unter Beteiligung phototropher Organismen hin. Eine
Feldstudie am Tegeler See und Beobachtungen im Berliner Wassersystem vom
September 2005 sollen diese Vermutungen \erifizieren.

41.1 Feldstudien

Zur Untersuchung der Bildung bromorganischer Verbindungen in Oberflache n-
gewassern wurden folgende Parameter gemessen:

adsorbierbare organische Bromverbindungen (AOBr) — Konzentration an
organischen Bromverbindungen in der wéssrigen Phase,

Chlorophyll-a-Konzentration in der aufgeschlossenen Biomasse - ein
Mal3 fir die Menge an phototrophen Organismen (Algenblite) und

geloster organischer Kohlenstoff (DOC) — zeigt das Absterben der
phototrophen Organismen nach der Algenblite durch Konzentrations-
anstieg an.

Aus dem marinen Bereich ist bekannt, dass eine biotische Bildung organischer
Bromverbindungen mittels Haloperoxidasen erfolgt. Fur diese Reaktion ist die
Anwesenheit folgender Reaktionspartner Voraussetzung, die, wenn nicht oben
genannt, ebenfalls erfasst werden:
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naturliches organisches Material (NOM) — wird als DOC erfasst

anorganisches Bromid in der wassrigen Phase - ist unabhéngig vom
Reaktionsmechanismus Reaktionspartner fur die Bildung organischer
Bromverbindungen und

Wasserstoffperoxid — ist ein Zellgift und wird durch Haloperoxidasen
abgebaut, wobei die enzymatische Bromierung eine Weiterreaktion ist.

4.1.1.1 Tegeler See - Feldstudie

Eine Feldstudie mit zeitlichen Konzentrationsverlaufen und Tiefenprofilen von
Chlorophyll-a, DOC und AOBr am Tegeler See im Jahre 2005 verdeutlicht die
Beteiligung des massenhaften Wachstums phototropher Organismen
(Algenblite). Ende Juni, wenn die Chlorophyll-a-Konzentration steigt, beginnt
die Algenblite Bild 4.1). Das Algensterben ist durch sinkende Chlorophyll-a-
Konzentration und steigende DOC-Konzentration zu erkennen. Von Juli bis
August ist eine geringe AOBr-Bildung sichtbar, aber erst nach sinkenden DOC-
Konzentrationen erreicht der AOBr sein Maximum. Die gestaffelte Ausbildung
der Konzentrationsmaxima der drei Messgrof3en &Rt im Oberflachengewasser
die Beteiligung phototropher Organismen und deren Absterben bei der AOBr-
Bildung vermuten.
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| —=—DOC —e—AOBr -0+ Chl-a

Bild 4.1: Chlorophyll-a-, DOC- und AOBr-Konzentration im Tegeler See (Wasseroberflache) im
Sommer 2005

Anhand der AOBTr-Tiefenprofile des Tegeler Sees im Sommer 2005 Bild 4.2A)
ist zu erkennen, dass im Bereich won 1-5 m Wassertiefe die AOBr-Gehalte am
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hochsten sind und die niedrigsten Gehalte in Sedimentndhe vorliegen. Im
Monat Juli ist die AOBr-Konzentration generell niedriger als im August und
September. Eine nennenswerte AOBr-Erhéhung wurde am 18. August
festgestellt, mit leicht steigenden Gehalten in den folgenden Wochen, his hin
zum 14. September. Die Algendichte bzw. die Chlorophyll-a-Konzentration ist
auch im Bereich der Wasseroberflache (1-4 m) am hdchsten und nimmt mit der
Tiefe ab @ild 4.2B). Die Chlorophyll-a-Konzentration nimmt in der Zeit vom
21. Juli bis zum 29. Juli extrem zu. In den folgenden Wochen nimmt die
Chlorophyll-a-Konzentration wieder ab, was ein Absterben der Algen anzeigt.
Da ein nennenswerter AOBr-Anstieg erst dann erfolgt, wenn die Algendichte
wieder abnimmt, zeigt auch das Tiefenprofil, dass die hdchsten AOBr-Gehalte
erst nach Absterben der Algen auftreten.
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Bild 4.2: Tiefenprofile der A) AOBr- und B) Chlorophyll-a-Konzentration im Sommer 2005 des
Tegeler Sees

Die Konzentration an anorganischem Bromid ist im Tiefenprofil (0-7 m) konstant
und liegt bei 120 + 12 pg/L. Eine Wasserstoffperoxidkonzentration konnte nur
an Tagen mit starker Sonneneinstrahlung, geringen Windstarken und somit
ruhiger Wasseroberflache detektiert werden. Die H,O,-Konzentration ist im
Bereich der Wasseroberflache maximal und betragt11 + 1 pg/L. Dagegen sinkt
die H,O2-Konzentration schnell mit zunehmender Wassertiefe und ist in 2 m
Tiefe nur noch mit einer Konzentration von 1 pg/L detektierbar (siehe Anhang
llLi, Bild 1.1). Am Ufer konnte eine Maximalkonzentration von 15 ug/L
gemessen werden, was auf die ruhigere Lage und geringere Wassertiefe
zurtckzufuhren ist.
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In der Natur entsteht Wasserstoffperoxid photochemisch durch hohe
Sonneneinstrahlung und in Gegenwart von Sauerstoff. Der bedeutendste
Bildungsmechanismus von H»O; in Wasser verlauft Gber die Vorstufe des
Superoxids (O;"; Gleichung (4.1)). Superoxid wird in natlrlichen Gewassern
durch Reduktion von Sauerstoff gebildet. Hierbei generieren die licht-
absorbierenden Substanzen entweder freie Elektronen durch Photoionisation
oder es findet ein Energietransfer der lichtabsorbierenden Substanzen im
angeregten Zustand statt.

20, +2H" #® H,0,+0, (4.1)

Da Wasserstoffperoxid wéahrend der gesamten Sommermonate nur direkt an
der Oberflache detektierbar war, die Chlorophyll-a- und AOBr-Konzentration
ebenfalls im Bereich der Wasseroberflache am hochsten war, wird vermutet,
dass es sich um eine enzymatische Bildung organischer Bromverbindungen
handelt, die mittels Haloperoxidase hauptséchlich nach dem Algenabsterben
stattfindet.

4.1.1.2 Spatsommermaxima im Berliner Wassersystem

Im Jahr 2005 wurden in verschiedenen Oberflachenwassern im Berliner Raum
AOBr-Messungen durchgefihrt. Diese sind in Bild 4.3 zusammengefasst. Im
Tegeler See war im September 2005 lediglich eine maximale Konzentration von
9 ug/L AOBr zu messen. Dieses geringe Spatsommermaximum geht einher mit
der bereits in Kapitel 1.2.1 (Seite 8) erlauterten Havelleitung und wurde in allen
Jahren nach Inbetriebnahme der Havelleitung im Tegeler See beobachtet.
Allerdings hat der fur die AOBr-Bildung positive Effekt der Havelleitung im
Tegeler See keinen Einfluss auf andere Berliner Oberflachengewasser. Wie in
Bild 4.3 zu erkennen ist, steigt der AOBr-Gehalt im Wannsee im September
2005 auf 21,3 pgl/L.
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Bild 4.3: Berliner Gewassersystem mit AOBr-Konzentrationen fir ausgewéahlte Probenahme-
stellen, September 2005

Des Weiteren zeigt sich, dass die Zuldufe der Seen immer geringere AOBTI-
Konzentrationen aufweisen (Nordgraben 5,1 ug/L, Oberhavel 10,4 pg/L und
Spree 8,0 pg/L) und dass die Ablaufe lediglich den AOBr-Gehalt des Sees
weiterleiten (Unterhavel 25,0 pg/L). Hierdurch wird die natirliche Bildung
bromorganischer Substanzen im See bestatigt.

Auch im Muggelsee ist ein hoher AOBr zu erkennen (16,8 ug/L). Dabei muss es
sich nicht unbedingt um das Maximum handeln, da nur einmal im September
der See beprobt wurde. Der Muggelsee ist im Unterschied zum Tegeler See
und Wannsee nur gering anthropogen beeinflusst (Anhang ILi). Es kann
bestéatigt werden, dass die naturliche Bildung bromorganischer Verbindungen
nicht nur auf abwasserbeeinflusste Gewasser beschrankt ist (Putschew et al.,
2003).

4.1.2 Batchtests — Simulation im Labor

4.1.2.1 Seewasser-Batchtests

Um die Unabhangigkeit der Herkunft des Oberflachenwassers fir Seewasser-
Batchtests zu bestatigen, wurden Batchtests mit Wannsee- (WSee) und Tegeler
See- (TSee) Wasser im Jahre 2003 durchgefuhrt. Beide Seen sind eutroph und
durch kommunales Abwasser beeinflusst. Wie aus Bild 4.4 ersichtlich ist, kann
mit beiden Wassern die Bildung organischer Bromverbindungen simuliert
werden. Der Verlauf der AOBr-Bildung ist fur beide Batchtests ahnlich, was
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maoglicherweise auf den gleichen Probenahmezeitraum (Spatsommer 2003) und
die gleichen Eigenschaften der Seen zurliickzufthren ist.

In Bild 4.4 wurde zusatzlich der Batchversuch von Putschew et al. (2003) mit
Muggelsee- (MSee) Wasser dargestellt. Im Gegensatz zum WSee- und TSee-
Batchtest (AOBr > 60 pg/L in 200 d) ist im MSee-Batchtest sogar ein Anstieg
auf 60 pg/L AOBr in nur 80 d zu beobachten. Die Seewasser-Batchtests zeigen,
dass die AOBr-Simulation im Labor von der Herkunft des Oberflachenwassers
unabhangig ist und dass kein Einfluss von kommunalen Abwéassern auf die
AOBr-Simulation vorliegt.
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Bild 4.4: Simulation der AOBr-Bildung mit Wéssern unterschiedlicher Herkunft: Beprobung —
Muggelsee: Marz 2001 (Putschew et al., 2003), Wannsee: August 2003 und Tegeler See:
September 2003 (Versuchsbedingungen siehe Tabelle 11.3 im Anhang I1.ii)

Der deutliche Unterschied der AOBr-Bildungsrate zeigt, wie die
Wiederholbarkeit der AOBr-Bildung im Labor (in biologischen Systemen)
schwankt. Die schlechte Reproduzierbarkeit der AOBr-Simulation mit
Oberflachenwéassern deutet wieder an, dass Organismen an der Bildung
beteiligt sind. Fur die unterschiedlichen AOBr-Bildungsraten ist hier die
variierende Zusammensetzung der Biota selbst verantwortlich (Seewasser
stammt aus unterschiedlichen Seen die zu unterschiedlichen Jahreszeiten und
Jahren beprobt wurden). Einen weiteren Einfluss auf die AOBr-Simulation hat
die Temperatur (MSee: 20 °C Klimakammer und TSee, WSee: Raumtemperatur
im Labor) und die Beleuchtung (MSee 24 hd, TSee und WSee 16 hd), wobei
die Biologie eher auf diese Versuchsparameter reagiert als es eine abiotische
Reaktion tun sollte.
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4.1.2.2 Algen-Batchtests

Um einen mdoglichen Bildungsmechanismus formulieren zu kdénnen, wurden
weitere Batchtests mit Kulturen phototropher Organismen durchgefihrt. Hierftr
wurde einmal die im SuRwasser weit verbreitete Grinalge Desmodesmus
subspicatus verwendet, die auch als Kultur fir Batchsimulationen von Putschew
et al. (2003) herangezogen wurde. Des Weiteren wurde das Cyanobakterium
Microcystis aeruginosa, bekannt als ,Blaualge”, fur die Simulation mt Kulturen
im Labor verwendet. Cyanobakterien sind durch die Bildung verschiedener
Toxine (Cyanotoxine) bekannt. Bei hoher Sonneneinstrahlung und hoher
Temperatur bilden sie starke Algenbliten in nahrstoffreichen Gewéassern aus.

Fur die folgenden Cyanobakterien-Batchtests wurde im Unterschied zu allen
weiteren Algen-Batchtests als Nahrlosung filtriertes (0,45 pm) und
autoklaviertes Tegeler See- Wasser verwendet. Vier Parallelversuche wurden
angesetzt, wobei drei Versuche mit dem Cyanobakterium versetzt wurden und
sich diese in einen hellen Versuch (Beleuchtung mit kiinstlichem Sonnenlicht),
einen hellen Versuch mit Diuron®-Dotierung als Photosynthesehemmer und
einen dunklen Versuch unterteilen. Zusatzlich wurde ein Blindversuch ohne
Cyanobakterienkultur angesetzt, der ansonsten unter den gleichen
Bedingungen wie der helle Versuch durchgefuhrt wurde.

In Bild 4.5A ist die Entwicklung der AOBr-Bildung dargestellt, wobei das
verwendete Tegeler See- Wasser eine AOBr-Anfangskonzentration von
12,3 + 0,9 pg/L hatte. Im Blindversuch ohne Cyanobakterien ist keine AOBI-
Bildung und keine Individuenentwicklung zu beobachten, was wieder zeigt,
dass eine abiotische Reaktion auszuschlieRen ist. Im ,hell“-Versuch mit
Cyanobakterien (Cybakt_hell) konnte eine hohe Bildung an AOBr beobachtet
werden. Innerhalb einer Versuchszeit von 11 d ist ein maxmaler AOBr von
54,9 pg/L  messbar. Der Zusammenhang von AOBr-Bildung und
Algenwachstum (von 493 Ind/ul auf 989 Ind/ul) macht den Einfluss der
phototrophen Organismen fur die AOBr-Entwicklung deutlich. Der dunkle
Vergleichsversuch (Cybakt dunkel) zeigt dagegen nur eine geringe AOBr-Ent-
wicklung in 11 d (AOBr = 28 ug/L). Die anfangliche AOBr-Zunahme im Dunklen
ist im Einklang mit Beobachtungen von Putschew et al. (2003) und durch eine
fortlaufende Aktivitat phototropher Organismen auch ohne Lichtquelle
zurtickzufiihren oder aber durch das Absterben der Organismen, gekoppelt mit
einer AOBr-Freisetzung.
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Bild 4.5: Batchversuche zum Einfluss phototropher Organismen auf die AOBr-Bildung in
Cyanobakterien-Batchtests mit Microcystis aeruginosa, in filtriertem und autoklaviertem Tegeler
See- Wasser und unter Bromidzusatz (100 pg/L): A) Verlauf der AOBrBildung unter Angabe der
Individuenzahlen an Cyanobakterien [Ind/puL] (n.b. = nicht bestimmt) und B) Konzentrationen an
gelostem organischem Kohlenstoff (DOC); Blind = Blindversuch ohne Cyanobakterien,
Cybakt_hell = Cyanobakterienversuch im Hellen, Cybakt hell+Diuron = Cyanobakterienversuch
im Hellen und unter Diuron®-Dotierung und Cybakt_dunkel = Cyanobakterienversuch im Dunkeln

Im dunklen Versuchsansatz fand keine Bestimmung der Individuenzahlen statt
aber an der Konzentration des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC, Bild
45B), die nach 11 d einen Maximalwert von 16 mg/L erreichte, ist das
Organismensterben zu erkennen. Der Diuron®-Versuch soll die Photosynthese-
Beteiligung bei der Bildung organischer Bromverbindungen klaren. Dabei zeigt
sich ein Anstieg der AOBr-Konzentration in den ersten Tagen. Im Vergleich zum
dunklen Versuchsansatz mit einer Produktion von 17 pg/L in 11 d (Berechnung
durch Abzug der Anfangskonzentration) fallt die AOBr-Produktion im Diuron®-
Versuch mit 7 pg/L in 11 d geringer aus, was auf die Hemmung der Photosyn-
these zuriickzufilhren ist. Das Organismensterben ist im Diuron®Versuch
anhand sinkender Individuenzahlen zu erkennen (von 493 Ind/pl auf 64 Ind/ul).

Gelbste organische Kohlenstoffverbindungen werden auch durch die
Photosynthese erzeugt und freigesetzt. Die DOC-Freisetzung findet beim
~=dunkel“-Batchtest pl6tzlich statt (Anstieg um 6 mg/L in 3 d), was auf das
Algensterben zurtickzufiihren ist. Dagegen kommt es beim ,hell“-Versuch zu
einem langsameren Anstieg des DOC (6 mg/L in 8 d), da fortwédhrend
Photosynthese betrieben wird, die Organismenpopulation anwé&chst und
organische Kohlenstoffverbindungen abgegeben werden. Der DOC-Anstieg im
2hell“-Batchtest korreliert mit der AOBr-Produktion.
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Im direkten Vergleich des Diuron®-Batchtests mit dem ,dunkel“-Batchtest ist
nach 32 d eine hohere AOBr-Endkonzentration fur den ,dunkef-Versuch zu
erkennen, was wiederum auf die fortlaufende Photosynthese unter Stress
zuriickzufithren ist. Wird davon ausgegangen, dass im Diuron®-Versuch die
Photosynthese sofort stoppt, kann abgeleitet werden, dass 55 % des AOBr im
»=dunkel“-Versuch durch die Aktivitat phototropher Organismen (Dunkelreaktion
der Photosynthese) gebildet wurde und die restliche 45 % nach dem
Organismensterben. Nicht klar ist, ob der AOBr in der wassrigen Phase nach
dem Absterben gebildet worden ist oder durch Zelllysis freigesetzt wurde.

In Bild 4.6 ist ein Batchversuch mit Microcystis aeruginosa und einer mit
Desmodesmus subspicatus dargestellt. Die beiden Kulturen wurden in
speziellen Nahrldsungen kultiviert und unter Bromiddotierung (100 pg/L) die
AOBr-Bildung beobachtet. Insgesamt sind die Bildungsraten im Vergleich zum
Seewasser- (20 pg/L in 80 d, Bild 4.4) und Cyanobakterien-Batchtest mit
Tegeler See- Wasser (35 pg/L in 30 d, Bild 4.5A) um mindestens das
Zehnfache geringer (Grinalge 1,2 pg/L und Cyanobakterium 2,3 pg/L in 80 d).
Hierfir konnten fehlende Wasserinhaltsstoffe verantwortlich sein. Tegeler See-
Wasser enthalt zum Beispiel natirliches organisches Material (NOM),
lichtabsorbierende Verbindungen, die bei der Wasserstoffperoxidbildung
mitwirken und maoglicherweise Brom in d@ner Form, die fir die enzymatische
Bromierung zuganglicher ist (OBr, Bry, Brs). Die enzymatische Bildung
organischer Bromverbindungen unter Beteiligung von NOM, Bromid und
Wasserstoffperoxideinfluss wird im nachsten Kapitel 4.1.3 naher untersucht.
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Bild 4.6: AOBrBildung in Algenkulturen-Batchtests mit dem Cyanobakterium Microcystis
aeruginosa und der Griinalge Desmodesmus subspicatus in optimaler Nahrlésung
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Im Vergleich zum Grinalgen-Batchtest von Putschew et al. (2003), bei dem es
zu einer Produktion von 3,3 pug/L AOBr in 76 d kam, wurde hier lediglich ein
Gehalt von 1,2 pg/L in 80 d an AOBr gebildet. Vermutet wird, dass die geringe
AOBr-Bildung im Grunalgen-Batchtest auf den Einfluss des biologischen
Materials zuriickzufthren ist. Putschew et al. (2003) verwendete einen anderen
Desmodesmus subspicatus Stamm als es in diesem Versuch der Fall war
(unterschiedliche Bezugsquellen).

Fur die beiden Parallelversuche mit Cyanobakterien und Griunalgen sind
unterschiedliche AOBr-Bildungsraten zu beobachten. Microcystis aeruginosa
produziert in der gleichen Zeit (80 d) doppelt so viel AOBr (2,3 ug/L) wie
Desmodesmus subspicatus (1,2 pg/L, Bild 4.6).

Aus dem marinen Bereich ist bekannt, dass Stress, wie zum Beispiel Dunkelheit
oder Nahrstoffmangel, zu erhéhten Produktionsraten halogenorganischer
Substanzen fuhren kann (Laturnus et al., 2000). Daher wurde auch der Einfluss
der Nahrstoffkonzentration auf die Produktionsrate bromorganischer Verbin-
dungen fur beide Kulturen untersucht. Die Dunkelheit als Stressfaktor, wurde
bereits auf Seite 35 diskutiert. Fur den Einfluss der Nahrstoffkonzentration
wurde die Nahrlosung in optimaler Konzentration und 1:10 verdinnt (reduziert)
verwendet. Wahrend Putschew et al. (2003) mit der Grinalge Desmodesmus
subspicatus eine extreme Produktionssteigerung bei einem reduzierten
Nahrstoffangebot beobachten konnte, war dies hier nicht moglich. Sowohl
optimale als auch reduzierte Nahrstoffe ergaben 0,7 pug/L AOBr in 60 d, was
wiederum am Algenstamm liegen kann (Nachweisgrenze 0,5 ug/L).

Dagegen ist im Parallelversuch mit dem Cyanobakterium Microcystis
aeruginosa eine deutlich veréanderte AOBr-Bildung zu beobachten. Im Bild 4.7
ist eine Produktion von 2,5 pg/L AOBr in 50 d durch die Cyanobakterien zu
erkennen. Nach 50 d findet im optimalen Nahrmedium keine weitere AOBI-
Bildung mehr statt, wahrend die Produktion im verdinnten Nahrmedium erst
nach 77 d mit 4,3 pug/L das Maximum erreicht zu haben scheint. Die zehnfache
Reduktion der Nahrstoffkonzentration hat also bei dem Cyanobakterium
Microcystis aeruginosa im Vergleich zur optimalen Nahrstoffkonzentration fast
eine Verdoppelung der AOBr-Konzentration zur Folge.



4.1 Der Bildungsmechanismus 37

AOBT [ug/L]

0 20 40 60 80 100
Zeit [d]

—— optimal —0—reduziert

Bild 4.7: Einfluss der Nahrmediumkonzentration auf die AOBr-Bildung im Batchtest mit dem
Cyanobakterium Microcystis aeruginosa: optimal = optimale N&hrstoffzusammensetzung,
reduziert = verdinnte N&hrstoffkonzentration (1:10)

4.1.3 Weitergehende Untersuchungen an speziellen Batchtests

Sowohl die Seewasser-Batchtests (Kapitel 4.1.2.1, Seite 31) als auch die
Batchtests mit Algenkulturen (Kapitel 4.1.2.2, Seite 33) zeigen eindeutig eine
Beteiligung von phototrophen Organismen an der Bildung organischer Brom-
verbindungen. Zusatzlich hat sich in der Feldstudie am Tegeler See (Kapitel
4.1.1.1, Seite 28) gezeigt, dass wahrend der natirlichen Bildung bromorga-
nischer Verbindungen Wasserstoffperoxid im Oberflichenwasser nachweisbar
ist (11 £ 1 pg/L). Vermutet wird daher ein enzymatischer Bildungsmechanismus
unter Wasserstoffperoxidbeteiligung. Daher wurden Batchversuche mit
Wasserstoffperoxid und dem Enzym Bromperoxidase durchgefuhrt und das
biologische Material genauer auf organische Bromverbindungen hin untersucht.

4.1.3.1 Einfluss von Wasserstoffperoxid

Batchversuche mit Cyanobakterien unter Wasserstoffperoxidzugabe sollten
Aufschluss auf die Enzymreaktion mit Haloperoxidase geben. Als Vorversuch
wurde ein Cyanobakterien-Batchtest mit Zugabe von 10 pg/L Wasserstoff-
peroxid angesetzt. Hierbei zeigte sich eine hohere AOBr-Produktion als ohne
Wasserstoffperoxid und bei geringer Nahrstoffkonzentration, was bisher zu den
hochsten AOBr-Bildungsraten fiihrte (Bild 4.8A). Nach dem Absterben des
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Cyanobakteriums steigt der AOBr stetig an (Bild 4.8B), wobei die Bildung nicht
nur schneller stattfindet (46 pg/L in 60 d), sondern auch zu viel hdheren
Konzentrationen fuhrt.
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Bild 4.8: AOBrKonzentration fiir zwei Cyanobakterien-Batchtests A) im optimalen
Nahrstoffmedium mit 10 pg/L H,O, Dotierung (optimal+H202) und im reduzierten
Nahrstoffmedium (reduziert) B) AOBr Bildung und Cyanobakterien-Individuenzahl unter
Wasserstoffperoxideinfluss (optimal+H,0O,)

Die Zugabe hoherer Konzentrationen an Wasserstoffperoxid fuhrt zu keinen
hoheren AOBr-Bildungsraten und -Endwerten (Bild 4.9). Ungewo6hnlich ist, dass
der AOBr-Verlauf im Ansatz ohne Wasserstoffperoxidzugabe gleich dem in den
Versuchen mit Wasserstoffperoxidzugabe ist. Hier sei angemerkt, dass keim
Ansetzen der Batchtests Kulturen aus einem vorhergehenden Versuch
verwendet wurden, bei dem bereits Wasserstoffperoxid zum Einsatz kam und
so alle Organismen bereits einem H,O,-Kontakt ausgesetzt waren. Es scheint,
dass bereits der Kontakt mit geringen Konzentrationen an Wasserstoffperoxid
die Bildung von Haloperoxidasen bzw. die Aktivitat dieser beeinflusst. Eine
photochemische Bildung von Wasserstoffperoxid in den Batchtests ist prinzipiell
auch vorstellbar, wird hier aber ausgeschlossen, da in Algen-Batchtests ohne
Wasserstoffperoxiddosierung und ohne vorherigen Kontakt mit Wasserstoff-
peroxid viel geringere AOBr-Gehalte gemessen wurden.
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Bild 4.9: AOBr-Bildung in Cyanobakterien-Batchtests mit unterschiedlichen HO,-Konzentratio-
nen

Die hier durchgefiihrten Laborsimulationen fihrten zu ahnlich hohen AOBTr-
Gehalten, wie sie auch im Feld bestimmt werden konnten. Das Maximum an
AOBr im Feld wurde immer im Spatsommer gemessen, also nach bzw. zu einer
Zeit in der auch Wasserstoffperoxid in Oberflachengewassern nachweisbar ist.
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Wasserstoffperoxidkonzentrationen in
Oberflachengewassern zwischen 44 und 110 pg/L liegen kénnen (Cooper et al.,
1988). Auch im Tegeler See konnte Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden
(11 + 1 pg/L, Kapitel 4.1.1.1, Seite 29), so dass eine enzymatische Reaktion
durch Haloperoxidasen bzw. Bromperoxidasen, die Wasserstoffperoxid
benotigt, sehr nahe liegend ist. Fur solch eine enzymatische Reaktion spricht
auch, dass das AOBr-Maximum im Feld immer im Spatsommer nach hoher
Sonneneinstrahlung beobachtete wurde, dass eine hohe Sonneneinstrahlung
notig ist fur eine Wasserstoffperoxidbildung und dass eine hohe Aktivitat von
Bromperoxidasen in den Sommermonaten zu beobachten ist (Flodin et al.,
1999).

4.1.3.2 Haloperoxidasebeteiligung

Aus dem marinen Bereich ist die Bildung halogenorganischer Verbindungen
durch Haloperoxidasen bekannt. Obwohl der Mechanismus der enzymatischen
Halogenierung durch Haloperoxidasen kontrovers diskutiert wird (Kapitel
1.1.2.2, Seite 6), ist die Beteiligung von Wasserstoffperoxid eindeutig. Das
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Enzym wandelt aktivierte C-H Bindungen in C-Hal Bindungen unter An
wesenheit von Halogeniden und Wasserstoffperoxid nach Gleichung (4.2) um.

RC- H+H,0,+Ha +H" %%Y¥%® RC- Hal +2H,0 (4.2)

Fur die Bildung bromorganischer Verbindungen kommt die Haloperoxidase-
Reaktion in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in Frage. Als Beispiel wurde
die Reaktion mit Bromperoxidase (Meerrettichisolat) naher untersucht. Um die
Beteiligung der Bromperoxidase bei der AOBr-Bildung zu klaren, wurden
Batchtests in aufkonzentriertem (1:10) und autoklaviertem Tegeler See-
Wasser durchgefuhrt, mit Bromperoxidasezugabe und ohne Zusatz von
phototrophen Organismen. Die Tests wurden mit Bromid (100 pg/L) und einem
Uberschuss an Wasserstoffperoxid (10 mM = 340 mg/L) dotiert. Da nur einmal
mit KO, dotiert wurde, ist ein Uberschuss eingesetzt worden. Eine toxische
Wirkung kann in diesem Versuch ausgeschlossen werden, da nicht mit
lebenden Organismen gearbeitet wurde. Die Enzymaktivitat wurde durch den
Monochlorodimedone- (MCD) Assay gemessen (Anhang Il.v.viii). In Bild 4.10A
ist die Abnahme der Enzymaktivitat fir den Bromperoxidasedotierten Versuch
(BrPOD-Test) zu erkennen.
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Bild 4.10: Bromoperoxidaseaktivitat und AOBr-Bildung im Bromoperoxidase-Batchtest (BrPOD-
Test) und Blindtest ohne Enzymdotierung (BrPOD-Blind) mit aufkonzentriertem (1:10) und
autoklaviertem Tegeler See- Wasser dotiert mit Bromid (100 pg/L), Wasserstoffperoxid (340
mg/L) und Bromoperoxidase (2 units/ml): A) Abnahme der Enzymaktivitat, B) Messung der
Konzentration an AOBr, AOBr nach Sulfitzugabe und anorganisches Bromid nach 49 d (n.b. =
nicht bestimmt)
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Da in dem Blindtest (BrPOD-BIind) keine Bromperoxidase-Dotierung stattfand
ist auch durchweg keine Aktivitat messbar. Allerdings ist Gberrasche nder Weise
sowohl fur den Blindversuch als auch fiir den BrPOD-Versuch eine Bildung
hoher AOBr-Konzentrationen zu erkennen (Bild 4.10B). Nach 49 d Reaktions-
zeit ist die Enzymaktivitat im BrPOD-Test mit 2 units/mg Protein minimal und
die AOBr-Konzentrationen liegen bei 576 pg/L beziehungsweise 532 pg/L n
BrPOD-Blind, wobei die Anfangskonzentration der aufkonzentrierten Tegeler
See- Wasserprobe 53 pg/L AOBr betrug (Anfangs-Konz.; Bild 4.10B). Eine
AOBr-Bildung ohne Enzymanwesenheit ist erstaunlich und korreliert nicht mit
einem Vorversuch, in dem die Reaktion zwischen Wasserstoffperoxid (5 mg/L),
Bromid (500 pg/L) und natirlichem organischen Material (NOM) aus dem
Suwannee River (U.S.A)) in u.p. Wasser (20 mg/L) untersucht wurde. In diesem
abiotischen Vorversuch ohne Organismen und Enzyme fand Kkeine
AOBr-Bildung statt (siehe Anhang llLii, Tabelle 111.1).

Um die AOBr-Bildung im Blindversuch néher zu betrachten, wurden weitere
Parameter untersucht. Zum einen wurde der Gehalt an anorganischem Bromid
gemessen. Die Anfangskonzentration an Bromid setzt sich aus der zehnfachen
Konzentration des Tegeler See- Wassers und der Bromiddotierung zusammen
(Brgesamt = 1680 pg/L, gemessen). Im Gegensatz zum BrPOD-Test, bei dem die
Bromidkonzentration um 52 % abnahm, ist der Gehalt an anorganischem
Bromid in BrPOD-BIlind unverandert bei 99 % der Ausgangskonzentration Bild
4.10B) geblieben. Laut Bromidkonzentration hat demzufolge keine Bildung
bromorganischer Substanzen im Blindversuch stattgefunden.

Der Gehalt an nicht reduzierbarem AOBr durch Sulfitzugabe vor der
Anreicherung fir die AOBr-Messung wurde ebenfalls bestimmt. Zur
Reduzierbarkeit des AOBr wurde ein eigenes Kapitel 4.3.1.3 (Seite 65)
geschrieben, in dem der Mechanismus und die Bedeutung der Sulfitreduktion
verdeutlicht werden. Hier soll nur kurz der vermutete Reaktionsmechanismus
erwahnt werden. Da die Proben vor der Anreicherung fir die AOBr-Bestimmung
mit Salpetersaure auf pH 2 eingestellt wurden, wurden saure und oxidative
Bedingungen geschaffen. Unter diesen Bedingungen ist fur lod die Bildung von
molekularem lod (k) und Polyiodid (I3, |5, ;) bekannt (Bruchertseifer et al.,
2003). Es ist vorstellbar, dass auch Bromid zu derartigen Polybromiden
reagiert, die wahrend der Anreicherung an Aktivkohle miterfasst werden. Um
diesen Uberbefund auszuschlieBen, wurden die Proben vor der Anreicherung
mit Sulfit versetzt, was Polybromide wieder zu Bromid reduzieren soll. In Bild
4.10B ist deutlich zu erkennen, dass der Gehalt an organischen
Bromverbindungen nach Sulfitreduktion in BrPOD-Blind (148 ug/L) viel geringer
ist als in BrPOD-Test (391 ug/L). Es wird davon ausgegangen, dass die hohe
Bromidkonzentration von 1680 pg/L die AOBr-Messung ohne vorhergehende
Sulfitzugabe stort. Der weiterhin messbare AOBr-Gehalt nach Sulfitzugabe in
BrPOD-BIlind liegt wahrscheinlich an einer unzureichenden Dotierung mit Sulfit
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und demnach keiner vollstandigen Reduktion der gebildeten Polybromide.
Sowohl die unveranderte Bromidkonzentration im Blindversuch als auch der
kurz erwéhnte Vorversuch sprechen gegen eine abiotische AOBr-Bildung im
Blind-Test.

Im Gegensatz zum Blindtest hat in dem BrPOD-Test tatsachlich eine
Umsetzung von anorganischem Bromid in organisch gebundenes Brom
stattgefunden. Nach 49 d betragt der AOBr-Gehalt 576 pg/L bzw. nach
Sulfitreduktion 391 pg/L. Der Gesamtbromgehalt der Ausgangslosung betrug
1739 pg/L (Summe AOBr und Bromid), nach 49 d betrug dieser Gehalt lediglich
1449 pg/L bzw. 1264 ug/L, wenn der AOBr nach Sulfitreduktion bertcksichtigt
wird. Der Verlust von 17 bzw. 27 % Brom ist durch die komplexe Matrix bedingt.
Wie am Beispiel des AOBr gezeigt, werden die Bestimmungen durch die
komplexe Matrix nachteilig beeinflusst Des Weiteren kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bei diesem Versuch leicht flichtige organische
Bromverbindungen gebildet wurden.

Die Wiederholung dieses Versuches unter identischen Bedingungen mit NOM
aus zwei unterschiedlichen Quelen bestatigt die AOBr-Bildung mittels
Bromperoxidase. Es wurde je ein Batchtest mit Tegeler See- Wasser (TSee)
ohne vorhergehende Aufkonzentration (DOC = 6,9 mg/L) und mit einem NOM
Standard aus dem Suwannee River (U.S.A)) in ultrareinem Wasser
(DOC = 5,1 mg/L) unter Zugabe von 100 pg/L Bromid angesetzt. Zu beiden
Batchtests wurden Blindversuche ohne BrPOD-Dotierung durchgefihrt, die
ebenfalls 100 pg/L Bromid enthielten. In beiden Blindversuchen wurden keine
steigenden AOBr-Konzentrationen gemessen, was auf geringere Bromid- und
NOM-Konzentrationen zuriickzufuhren ist. Dagegen fand in beiden BrPOD-
Versuchen (TSee und NOM) eine Bildung von bromorganischen Verbindungen
statt, wobei in dem NOM-Test hohere Konzentrationen gebildet wurden
(22 pg/L) als in dem TSee-Test (3 pug/L). Die geringe Bildung bromorganischer
Verbindungen in diesem TSee-Test im Gegensatz zum zuvor beschriebenen
BrPOD-Test ist auf die geringe Konzentration an NOM (Tegeler See- Wasser
nicht 1:10 aufkonzentriert) und kirzere Versuchsdauer (26 d gegeniber 49 d)
zurtckzufuhren. Insgesamt scheint zusatzlich zur Konzentration an NOM die
Zusammensetzung des organischen Materials fur die enzymatische Bildung
organischer Bromverbindungen eine Rolle zu spielen. Suwannee River NOM
hat ein héheres Pote ntial durch Bromperoxidasen bromiert zu werden, als NOM
aus dem Tegeler See.

Um eine mogliche Haloperoxidaseaktivitdt in Labor-Batchtests zu messen,
wurde die Bromierung von Monochlorodimedon (MCD) untersucht. Hierbei
handelt es sich um einen Standard MCD-Assay zur Messung von Enzym-
aktivitaten fur die Bromierung. MCD absorbiert bei einer Wellenlange von
290 nm. Eine Bromierung von MCD ist zu erkennen, wenn die Absorption sinkt.
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Dieser Effekt ist in dem BrPOD-Batchtest deutlich zu erkennen (Bild 4.11), da
Bromperoxidase zugesetzt wurde. In den Seewasser- bzw. Algen-Batchtests ist
keine Bromierungsaktivitat detektierbar. Wahrscheinlich ist die Konzentration an
bromierenden Enzymen in den Batchtests zu gering. Es wird allerdings nicht
ausgeschlossen, dass trotzdem Haloperoxidase-Enzyme in den Batchtests
vorhanden sind, die eine Bromierung naturlichen organischen Materials
katalysieren kdnnen. Da der MCD-Assay in filtrierten Proben durchgeftihrt
wurde, kdonnen keine intrazellularen Enzyme erfasst worden sein. Flr eine
bessere Detektion mittels MCD-Assay sollten die entsprechenden Enzyme aus
der wassrigen Phase und aus der Zelle isoliert und aufkonzentriert werden.
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Bild 4.11: Messung der Bromierungsaktivitat flir Monochlorodimedon in drei Batchtests: TSee-
Batch = Tegeler See- Wasser-Batchtest (Alter 203 d), Cybakt-Batch = Cyanobakterien-
Batchtest mit Microcystis aeruginosa in optimalem Nahrmedium und 10 pg/L HO,-Dotierung
(41 d) und BrPOD-Batch = Bromperoxidase-Batchtest in 1:10 konzentrierten Tegeler See-
Wasser

4.1.3.3 Extra- und intrazellulare AOBr-Bildung

Sowohl im Feld als auch in Batchversuchen hat sich gezeigt, dass die
Konzentration an organischen Bromverbindungen erst nach Absterben der
Algen stark ansteigt. Demnach stellt sich die Frage nach dem Ort der AOBI-
Bildung: extrazellular oder intrazellular. Falls es sich um eine intrazellulare
Bildung handelt, gilt zusatzlich zu Kklaren, ob die bromorganischen
Verbindungen erst nach Absterben der Organismen und Zelllysis in die
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Umgebung freigegeben werden oder permanent aus der noch lebenden Zelle
abgegeben werden.

Dazu wurden in einem Cyanobakterien-Batchtest unter reduzierten Nahrstoff-
bedingungen (1:10 verdinnte Nahrlésung) verschiedene Bromspezies
gemessen und nach Lokalisierung getrennt. Intrazellulare Brombestimmungen
(intraBrom) und extrazellulare Bromidmessungen (extraBr-) ergeben eine
annahernde Korrelation zwischen Bromaufnahme und Bromidabgabe durch die
Zelle (Bild 4.12A). Nimmt der intrazellulare Bromgehalt zu, so sinkt die
extrazellulare Bromidkonzentration und genauso steigt der extrazellulare
Bromidgehalt mit abnehmender Bromkonzentration in den Zellen.
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Bild 4.12: Cyanobakterien-Batchtest mit Microcystis aerugunosa im reduzierten Nahrmedium
(1:10 verdunnt, Details siehe Tabelle 11.3 im Anhang IL.ii): A) intrazellulare Bromkonzentration
(intraBrom), extrazellulare Bromidkonzentration (extraBr-) und berechnete Summe aller
organischen und anorganischen Bromspezies (sum intra+extra) und B) extrazellulare AOBF
Konzentration und Zahl an Cyanobakterien pro ng Trockenmasse (Individuen)

Der Anteil an extrazellularem Bromid ist generell hoher (70-98 pg/L) als der
intrazellulare Bromgehalt (4-14 ug/L). Abgesehen von kleinen Schwankungen
steigt mit zunehmender Zeit der extrazellulare Bromidgehalt und das
intrazellulare Brom nimmt ab. Bild 4.12B zeigt die Individuenzahlen mit
zunehmender Zeit, sowie den extrazellular organisch gebundenen Bromgehalt
(extraAOBr). Innerhalb der ersten 20 d nimmt die Individuenzahl stark zu und
danach rapide ab. Auffallig ist, dass der extraAOBr zunachst konstant ist und
erst dann steigt, wenn die Zelldichte abnimmt, wobei die extraAOBr-
Konzentration generell niedrig ist. Am Ende des Versuchs wurden lediglich
4 ug/L extraAOBr nachgewiesen. Diese Daten zeigen eindeutig, dass der
groRte Teil des intrazellularen Broms aus anorganischem Bromid besteht,
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welches auch unveréndert als Bromid wieder abgegeben wird. Auch dieser
Versuch zeigt wieder, dass erhbhte AOBr-Konzentrationen erst dann auftreten,
wenn die Individuen absterben.

Die Brombilanz geht unter Beriicksichtigung aller gemessenen Bromspezies
(extrazellulares AOBr, intrazellulares Brom und extrazellulares Bromid) in
Bezug auf das zugegebene Bromid zu 100 + 7 % auf. In den ersten 28 d findet
eine Etablierung und Anpassung der Organismen an die neuen Versuchs-
bedingungen statt, sodass in dieser Zeit die Summe der Bromspezies nicht
ganz dem Ausgangsgehalt an Bromid entspricht.

In einem weiteren Cyanobakterien-Batchtest mit Microcystis aeruginosa unter
optimalen Nahrstoffbedingungen wurde ebenfalls eine Brombilanz angestrebt.
Dabei wurde der intrazellulare Bromgehalt in anorganisches Bromid und
organisch gebundenes Brom differenziert. Der bisher gemessene intrazellulére
Bromgehalt (intraBrom) beinhaltet sowohl anorganische als auch organische
Bromspezies in der Zelle. Fur die Differenzierung wurden die abgetrennten
Zellen hydrolysiert und das Hydrolysat mit Dichlormethan extrahiert.
AnschlieBend wurde der Bromgehalt des Extrakts bestimmt (Details siehe
Anhang Il.v.iv).

Fir diesen Cyanobakterien-Batchtest wurden folgende Bromparameter
bestimmt:

1. intraBrom — gesamte organische und anorganische Bromkonzentration in
der Zelle,

2. intraOBr — Konzentration an organischen Bromverbindungen in der Zelle,

3. extraAOBr — extrazellulare adsorbierbare organische Bromverbindungen
und

4. extra Br- — extrazellulare Bromidkonzentration.

Zur Darstellung der einzelnen Bromfraktionen in- und auf3erhalb der Zelle
wurde der intrazellulare Gehalt an anorganischem Bromid (intraBr-) durch
Differenz zwischen intraBrom und intraOBr berechnet. Um das Wachstum der
Cyanobakterien zu verfolgen wurde zusatzlich die Individuenzahl bestimmit.



Bild 4.13: Cyanobakterien-Batchtest
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mit Microcystis aeruginosa im optimalen Nahrmedium

(Details sie Tabelle 11.3 im Anhang IL.ii): A) intrazellulare Bromidk onzentration (intraBr-), extra-
zellulare Bromidkonzentration (extraBr) und berechnete Summe aller Bromidspezies
(sumBr-) B) intrazellulare organische Bromverbindungen (intraOBr), extrazellulare adsorbier-
bare organische Bromverbindungen (extraAOBr), berechnete Summe aller organischen
Bromspezies (sumOrgBr), Zahl der Cyanobakterien Individuen (Individuen)

In Bild 4.13 ist die Brombilanz fir den Verlauf des Cyanobakterien-Batchtests
dargestellt. Die Summe der extrazellularen und intrazellularen
Bromidkonzentration nimmt mit zunehmender Versuchsdauer ab (um 40,1 pg/L
in 79 d, Bild 4.13A). Der Konzentrationsverlauf von extrazellularem und
intrazellularem organisch gebundenem Brom zeigt einen gegenlaufigen Trend
(Bild 4.13B). Die Konzentration beider Parameter steigt mit der Versuchszeit
von 0 auf 20,5 pg/L in 79 d). Die Summe aller bestimmten anorganischen und
organischen Bromspezies liegt Uber die ganze Versuchszeit bei 95 pg/L £ 7 %,
womit die Brombilanz zu 93 + 7 % in Bezug auf die zugegebene
Bromidkonzentration aufgeht. Betrachtet man den Konzentrationsverlauf des
anorganischen Bromids, so bestatigt sich die zuvor gemachte Beobachtung.
Auch hier gibt es einen Zusammenhang zwischen dem intra- und
extrazellularen Bromid vor. Durch die Aufnahme von Bromid in die Zelle sinkt
der extrazellulare Bromidgehalt. Nach 35 d steigt die Bromidkonzentration der
wassrigen Phase wieder an und der Bromidgehalt der Zellen nimmt ab. Bis zu
Tag 60 wurde ein gehemmter bzw. kein Algenwachstum festgestellt (Bild
4.13B), sodass die Auf- und Abgabe von Bromid durch die Zelle “wahllos”
passiert und nicht an Wachstum gebunden ist. Die Konzentration des organisch
gebundenen Broms steigt sowohl in der Zelle als auch auf3erhalb der Zelle Gber
die gesamte Versuchszeit, wobei der Gehalt an intrazellularem organischem
Brom generell hoher ist. Die hdchste Bildungsrate an intrazellularem
organischem Brom ist nach 60 d zu erkennen, wenn die Algen wachsen. Im
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Unterschied dazu steigt der Gehalt an organisch gebundenem Brom in der
wassrigen Phase Uber die gesamte Versuchszeit fast linear. Organische
Bromverbindungen werden demnach intrazellular gebildet. Der Gehalt an
extrazellularem organischem Brom kann aus Freisetzung dieser Verbindungen
herriihren und aus einer Bildung in der wassrigen Phase unter Beteiligung von
Haloperoxidasen, die ebenfalls von den Zellen nach dem Zelltod abgegeben
werden koénnen. Die grofte Bromfraktion in der Zelle wird durch das
aufgenommene anorganische Bromid gebildet, wobei der organisch gebundene
Brom-Anteil durch Zellwachstum bedeutender wird. Nach dem Absterben der
Organismen kann der freigesetzte Anteil an anorganischem Bromid durch die
zusétzliche Freisetzung von Haloperoxidasen extrazellular mit NOM zu
organischen Bromverbindungen reagieren und so die AOBr-Konzentration stark
ansteigen lassen.

Beim Vergleich der beiden Cyanobakterien-Batchtests fur die Erstellung von
Brombilanzen fallt ein sehr unterschiedliches Wachstumsverhalten auf.
Waéhrend im ersten Versuch (Bild 4.12B) die Organismen bereits nach 14 d ihre
maximale Population erreicht haben, ist im zweiten Versuch (Bild 4.13B) nach
77 d noch kein Ende der Cyanobakterienentwicklung zu erkennen. Obwohl die
Wachstumsbedingungen im zweiten Versuch optimaler waren, ist die Zahl der
Organismen viel kleiner. Die besseren Wachstumsbedingungen ergeben sich
durch zwei Versuchsparameter:

1. Nahrstoffangebot — im zweiten Versuch war das Nahrstoffangebot héher

2. Beleuchtung — der zweite Versuch fand in einem 5 L Batchvolumen mit
neuen Lampen statt.

Warum unter den vermeintlich optimaleren Bedingungen die Algenentwicklung
schlechter war ist nicht eindeutig zu klaren, zeigt jedoch erneut die hohe
Varianz von Versuchen unter dem Einfluss der Biologie. Moéglicherweise kommt
es im zweiten Versuch zu einer Lichthemmung, durch eine hohere
Lichtintensitdt und geringere Selbstbeschattung der Cyanobakterien. Die
Stressfaktoren Licht und Néahrstoffbedarf konnten aber auch im ersten Versuch
zu einem schnellen Wachstum fuhren, der nach kurzer Zeit sein Maximum
erreicht und zum Absterben der Organismen fuhrt. In diesem Fall kann es auch
ganz einfach an den Cyanobakterien liegen, die aus einem anderen Stamm als
die zuvor benutzten kamen.

Insgesamt konnte in den zwei beschriebenen Batchtests eine intrazellulare und
eine extrazellulare Bildung organischer Bromverbindungen beobachtet werden.
Hierbei deutet sich eine Abhéngigkeit der AOBr-Bildungsorte in Abhangigkeit
von der Wachstumsgeschwindigkeit an. Bei einem schnellen Wachstum, wie im
ersten Versuch, findet Uberwiegend eine extrazellulare AOBr-Bildung statt,
wogegen wahrend eines langsamen Wachstums eine (berwiegend
intrazellulare Bildung bromorganischer Verbindungen zu beobachten ist.
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4.2 Methoden fur die Detektion von Einzelstoffen

Fir die Detektion von unbekannten Verbindungen eignet sich die
Masenspektrometrie. Wie unten gezeigt wird, koénnen durch die
Gaschromatographie (GC) unpolare bis mittel polare Verbindungen (nach
Derivatisierung) durch das Massenspektrometer (MS) detektiert werden. Um
unbekannte bromorganische Verbindungen zu finden, missen alle Peaks
genau analysiert werden. Allerdings ist es schwierig das Molekulargewicht zu
bestimmen, da bei diesem Verfahren das Molekilion nicht intensiv ist, sondern
oft stabile Fragmente detektiert werden. Durch die Kopplung von Flussigkeits-
chromatographie (LC) mit dem MS kénnen eher polare Verbindungen detektiert
werden. Im unterschied zur GC-MS, werden hier die Molekilionen mit hochster
Intensitat detektiert, allerdings ist die Empfindlichkeit viel schlechter, sodass die
“Suche” nach unbekannten Verbindungen schwierig ist. Da die lonisierung im
Fall der LC-MS ein chemisch-physikalischer Prozess ist, konnen Parameter
verandert werden, sodass auch eine elementselektive Detektion erfolgen kann,
wie fir organische lodverbindungen durch Putschew und Jekel (2003) gezeigt.

4.2.1 Massenspektrometrie (MS)

4.2.1.1 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Bei der GC-MS werden die Substanzen im Inlet des GC verdampft, tber eine
Kapillarsdule getrennt und dann tber eine Transferline in das MS Uberfihrt. Die
lonisierung erfolgt im Hochvakuum durch Elektronensto3. Diese Form der
lonisierung ist sehr gut reproduzierbar, sodass unbekannte Verbindungen mit
Hilfe von Spektrenbibliotheken nachgewiesen werden kénnen.

Bromorganische Verbindungen lassen sich anhand von Isotopenmustern
erkennen. Brom hat zwei Isotope, die in der Natur mit einem Verhéltnis von 1:1
vorkommen. Bedingt durch beide Isotope “°Br und %'Br weisen die Massen-
spektren  bromorganischer Verbindungen je nach Bromierungsgrad
charakteristische Isotopenmuster auf. Es handelt sich um sogenannte ,A+2“-
Elemente: das sind Elemente mit zwei Isotopen, von denen das zweite zwei
Masseneinheiten schwerer ist als das haufigste Isotop. ,A+2“-Elemente sind
zum Beispiel Chlor und Brom aber auch Sauerstoff, Silizium und Schwefel. In
Tabelle 4.1 sind die Isotopenverhaltnisse fur unterschiedlich hoch bromierte
Verbindungen aufgefuhrt. Weiterhin muss bertcksichtigt werden, dass
bromorganische Verbindungen zusétzlich chloriert sein kénnen und Chlor durch
seine Isotope *Cl und *Cl ebenfalls Isotopenmuster bildet, die sich mit denen
von Brom Uberlagern. Da das natirliche Verhaltnis der beiden Chlorisotope 3:1
ist, kénnen auch CI/Br kombinierte Isotopenmuster auf den Gehalt an
Chloratomen und Bromatomen hin ausgewertet werden. Auf diese Weise
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konnten drei verschiedene Bromverbindungen identifiziert werden, wie in
Kapitel 4.3.2.1 (Seite 70) ausfuhrlich dargestellt wird.

Tabelle 4.1: Nattrliche Isotopenh&ufigkeit von Verbindungen mit verschiedenem Bromierungs-
grad

Masse Zahl der Br-Atome
1 2 3 4
A 100 51,5 34,3 17,6
A+2 97,3 100 100 68,5
A+4 48,7 97,3 100
A+6 31,6 64,9
A+8 15,8

4.2.1.2 Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS)

Im Fall der LC-MS-Kopplung erfolgt die Trennung der Substanzgemische durch
eine Flussigkeitschromatographie. Im Unterschied zur GC werden die
Substanzen nach Injektion nicht in die Gasphase Uuberfuhrt. Nach
chromatographischer Trennung erfolgt die lonisierung in der Regel durch
Elektrosprayionisierung (ESI), wobei zwischen negativen und positiven lonen
(NI, PI)-ESI unterschieden wird. Unbekannte Bromverbindungen kdnnen auch
hier am Isotopenmuster erkannt werden. Allerdings ist der scan-Modus, der alle
Massen im Bereich definierter m/z Werte detektiert, sehr unempfindlich, sodass
der Nachweis von Verbindungen mit niedriger Konzentration sehr schwer ist.
Aus diesem Grund wurde die Ubertragbarkeit einer Methode zur selektiven
Detektion von organischen lodverbindungen via lodid (Putschew and Jekel,
2003) auf bromorganische Substanzen gepruft. Sollte dies mdoglich sein,
konnen durch die gewonnenen Kenntnisse UUber die Retentionszeiten
bromorganischer Verbindungen durch scan-Messungen Massenspektren
extrahiert werden, auch dann, wenn die Konzentrationen sehr niedrig sind. Bei
der Methode zur elementselektiven Detektion werden die Quellen-Parameter
nicht dahingehend optimiert, dass Molekilionen mit mdglichst hoher Ausbeute
generiert werden, sondern die Verbindungen werden bereits in der Quelle
fragmentiert. Im Fall iodorganischer Verbindungen ist lodid ein Fragment, dass
dann im “selected ion monitoring modus” (SIM) unter NI-ESI Bedingungen
detektiert wird. Bei diesem Verfahren ist es auch egal ob die eigentliche
Substanz besser im Pl oder NI-ESFModus ionisierbar ist, da gleich
fragmentiert und nur das negativ geladene Halogenid detektiert wird.

Es st vorstellbar, dass eine derartige Detektionsmethode auch fur
bromorganische Verbindungen anwendbar ist. Da Bromid allerdings mit m/z 79
und 81 eine viel geringere Masse als bdid hat und in einem Bereich liegt, in
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dem viele lonen auftreten, muss ein zusatzliches Kriterium herangezogen
werden. Hierfir wird das nattrliche Vorkommen der Bromisotope im Verhaltnis
1:1 genutzt. Beim Erfassen der Massenspuren m/z 79 und 81 in zwei Kanélen
im SIM, sollte demnach eine bromorganische Verbindung an Peaks mit gleicher
Intensitat in den beiden Massenspuren zu erkennen sein.

Es wurde zunéchst untersucht, ob durch eine induzierte Fragmentierung in der
Quelle Bromid als Fragment gebildet wird. Dazu wurden Infusionsexperimente
mit verschiedenen bromierten organischen Verbindungen und unterschiedlichen
Cone-Spannungen, die eine Fragmentierung in der Quelle beeinflussen,
durchgefuhrt. Eine Auswahl an Bromstandards erfolgte anhand der Polaritat, da
die Standardverbindungen ahnliche Eigenschaften haben sollen, wie die AOBr-
Verbindungen in Oberflachengewéssern und Batchtests (Kapitel 4.3.1.2, Seite
61) und anhand des Bromierungsgrades (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Standardverbindungen fir die LC-MS-Methodenentwicklung

Standard Verbindungsklasse Bromierungsgrad
Bromchloressigsaure Saure 1-fach
Bromphenylessigsaure aromatische Saure 1-fach
2,3-Dibrompropionsaure Saure 2-fach
2,4-Dibromphenol aromatischer Alkohol 2-fach
2,4,6-Tribromphenol aromatischer Alkohol 3-fach

In Bild 4.14 ist das Ergebnis eines Infusionsexperimentes fir 2,4-Dibromphenol
dargestellt. Bei einer moderaten Cone-Spannung von 26 V ist deutlich das
Molekulion mit seinem charakteristischen Isotopenmuster fur zwei Bromatome
zu erkennen. Dagegen ist das Molekdilion bei einer Cone-Spannung von 100 V
nicht mehr detektierbar und ein intensives Signal fir Bromid ist zu erkennen.
Somit ist Bromid ein Fragment bei der induzierten in-source Fragmentierung
(IISF).

Fur die Detektion organischer Bromverbindungen mittels LC/NI-ESHISF/MS
und SIM von m/z 79 und 81 in 2 Kanalen kdnnen zwei Kriterien formuliert
werden:

organische Bromverbindungen sind daran zu erkennen, dass

1. in beiden Massenspuren (m/z 79 und 81) zur gleichen Zeit ein Peak
auftritt und

2. die Signale m/z 79 und 81 in beiden Massenspuren die gleiche Intensitat
haben.
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Bild 4.14: Massenspektren von 2,4-Dibromphenol nach Infusion und NI-ESI/MS bei zwei
unterschiedlichen Cone Spannungen

Diese Kriterien wurden anhand von Messungen mit den zuvor aufgeflhrten
Organobromstandards Uberprift (Anhang IlLiii, Bild 111.2). In Bild 4.15 ist ein
derartiger LC/NI-ESHISF/MS-Lauf fir 2,3-Dibrompropionsdure dargestellt.

t =14.52 min
F = 25961
T
‘»
c
(0]
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t =14.52 min
F = 25136
" 1 \ L SIM m/z 81
SIM m/z 79
- . N N
0 ; — .
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Bild 4.15: Chromatogramm von 2,3-Dibrompropionsaure nach LC/NI-ESI-IISF/MS mit den
Massenspuren m/z 79 und 81 im SIM aufgenommen

Wie anhand der gleichen Retentionszeiten und Peakflachen fur das Signal bei
14,52 min zu erkennen ist, sind beide Detektionskriterien erfiullt, sodass

2,3-Dibrompropionsaure eindeutig als organische Bromverbindung tber Bromid
detektiert wurde.
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Die Detektion Uber Bromid als Fragment der unbekannten organischen
Bromverbindungen wurde in einer angereicherten Seewasser-Batchtestprobe
aus Tegeler See- Wasser erfolgreich durchgefihrt. Die Probe wurde um den
Faktor 200 aufkonzentriert (siehe Anhang IlL.iv.ii).

Bei der LC/NI-ESI-IISF/MS-Messung sind in den beiden Massenspuren m/z 79
und 81 zahlreiche Peaks mit gleicher Retentionszeit zu erkennen Bild 4.16A).
In Tabelle 4.3 sind die entsprechenden Integrationsflachen dieser Peaks
aufgelistet, wobei zuséatzlich das Verhalknis der Flachen aus den Massenspuren
m/z 79 und 81 angegeben ist. Dieses Flachenverhaltnis betragt fur alle
aufgefuhrten Peaks 0,9 £ 0,1, sodass von gleichen Signalintensitaten
ausgegangen werden kann. Demzufolge sind beide Kriterien fir die Detektion
organischer Bromverbindungen erfillt und elf organische Bromverbindungen
wurden detektiert.

Tabelle 4.3: Retentionszeiten, Flachen und relative Flachen von detektierten unbekannten
Bromverbindungen in einer aufkonzentrierten Seewasser-Batchtest Probe (AOBr = 103 pg/L),
gemessen mittels LC/NI-ESI-IISF/MS

R(t) [min] Flache m/z 79 Flache m/z 81 rel. Flache m/z 79/81
5,4 24012 33870 0.7
6,3 638435 612850 1.0
10,5 13008 13340 1.1
11,5 110792 122597 0.9
14,0 6209 8032 0.8
19,6 161376 159551 1.0
20,9 60479 72546 0.8
22,8 23565 30687 0.8
28,6 21844 28197 0.8
30,4 169744 166148 1.0
42,0 156131 131088 1.2

Zur weiteren Bestatigung und um zuséatzliche Informationen zu erhalten, wurde
die gleiche Probe ebenfalls mittels LC/NI-ESI/MS im scan-Modus gemessen. Es
wurde in zwei scan-Bereichen gemessen: m/z 150-600 und m/z 350-800, um
die Empfindlichkeit zu erhéhen. Auf die Fragmentierung in der Quelle wird im
scan-Modus verzichtet, damit die Molekulionen erhalten bleiben. Somit wird bei
einer moderaten Cone-Spannung von 26 V gearbeitet. Mit Hilfe der
Retentionszeiten der organischen Bromverbindungen, die aus der selektiven
Detektion mittels LC/NFESI-IISF/MS stammen, kann das Massenspektrum aus
dem Chromatogramm der scan-Messung extrahiert werden. Trotz weitgehend
geringerer Empfindlichkeit im scan-Modus kénnen auf diese Art und Weise die
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Massenspektren der elf selektiv detektierten Organobromverbindungen erfasst
werden.

R()=6,25 min R(t)=20,9 min

scan m/z 150 - 600

Intensitat

SIM m/z 81 N A
SIM m/z 79 H
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Bild 4.16: Chromatogramme einer Seewasser-Batchtest Probe, die nach Na-lonenaustausch
um Faktor 200 aufkonzentriert wurde (AOBr = 103 pg/L): A) LC/NI-ESI/MS -Chromatogramme:
SIM m/z 79 und 81= mit IISF aufgenommen, SCAN m/z 150-600 = im Massenbereich von m/z
150-600 gescannt; B) Massenspektrum aus der SCAN-Messung flr Retentionszeit
R(t) = 6,35 min; C) Massenspektrum aus der SCAN-Messung fir Retentionszeit R(t) = 20,9 min

In Bild 4.16B+C ist beispielhaft das Massenspektrum fur die Verbindungen mit
einer Retentionszeit von 6,25 min und 20,9 min dargestellt. Sowohl fir diese
Verbindungen als auch fur alle anderen elf organischen Bromverbindungen ist
ein charakteristisches Isotopenmuster mit m/z Werten, die sich um 2 Massen-
einheiten unterscheiden, zu erkennen. Das Beispiel in Bild 4.16B hat m/z Werte
mit 2 Masseneinheiten Unterschied deren Intensitdten im Verhéltnis 100:92
stehen, was charakteristisch fur ein Bromatom ist. Fur die Verbindung in
Bild 4.16C stellt sich das etwas komplexer dar. Hier liegen drei m/z Werte mit
Massenunterschieden von 2 Einheiten vor, die Intensitatsverhalnisse von
77:100:53 aufweisen. Ein derartiges Isotopenmuster ist charakteristisch fur ein

Brom- und ein Chloratom im Molekil. Somit hat diese Verbindung ein
Bromatom und ein Chloratom gebunden.
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In gleicher Art und Weise konnten alle elf Verbindungen im scan-Modus als
Bromverbindungen charakterisiert werden (Kapitel 4.3.2.2, Seite 73).

Die Ermittlung von Massenspektren und Identifizierung von Bromisotopen
mustern aus den Messungen im scan-Modus bestéatigen ein weiteres Mal, das
organische Bromverbindungen selektiv mittels LC/NI-ESFISF/MS detektiert
werden konnen.

Zur Quantifizierung des Gehaltes an organisch gebundenem Brom wurden
Kalibrierungen mit den zuvor aufgefihrten organischen Bromverbindungen
(Tabelle 4.2) durchgefuhrt. Fir die Kalibrierung wurde die Konzentration an
Brom gegen den Response aufgetragen, sodass der Bromierungsgrad bereits
berucksichtigt ist. Es wurde in einem Konzentrationsbereich von 1-1000 pg/L
Brom Kkalibriert. In Bild 4.17 sind die Kalibriergeraden der fiinf organischen
Bromstandards dargestellt. Es ist zu erkennen, dass eine lineare Kalibrierung
Uber den gesamten Konzentrationsbereich in beiden Massenspuren und fur alle
Standardsubstanzen mdglich ist.
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Bild 4.17: Kalibrierung fur organisch gebundenes Brom durch LC/NI-ESI-IISF/MS: 1)
Bromchloressigsaure, 2) Bromphenylessigsaure, 3) 2,3-Dibrompropionsaure, 4) 2/4-
Dibromphenol, 5) 2,4,5-Tribromphenol

Die Daten der Kalibierung sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst. Ein Mal3 fur
die Genauigkeit der Kalibrierung ist der Korrelationskoeffizient R?>. Danach ist in
der Massenspur m/z 81 die beste Kalibrierung moglich, denn R? ist besser als
0,9995. Die Abweichungen zur Kalibrierung in der Massenspur m/z 79 kdnnen
auf mogliche Untergrundbeeinflussungen zuriickzufihren sein, die bei dieser
Masse starker ausgepragt sind als bei m/z 81.
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Die Kalibriergeraden aller finf Organobromstandards unterscheiden sich trotz
Normierung auf den Bromgehalt erheblich in ihrer Steigung und dem vy-
Achsenabschnitt. Der Response in der LC/NI-ESHISF/MS-Messung ist also
strukturabhéngig.

Tabelle 4.4: Vergleich der Kalibrierung fiir organisch gebundenes Brom durch LC/NI-ESI-
IISFIMS

Ifd. Nr. Standard Verbindung auf n(Brom) normierte Kalibrierung
n(Brom) Steigung  y-Achsenabschnitt Korrelation R?
m/z 79
1 Bromchloressigsaure 1 478 2840 0,9867
2 Bromphenylessigsaure 1 67 94 0,9978
3 2,3-Dibrompropionsaure 2 235 629 0,9986
4 2,4-Dibromphenol 2 103 1 0,9986
5 2,4,6-Tribromphenol 3 456 1721 0,9939
m/z 81
1 Bromchloressigsaure 1 603 965 0,9997
2 Bromphenylessigsaure 1 64 578 0,9995
3 2,3-Dibrompropionséaure 2 299 424 0,9998
4 2,4-Dibromphenol 2 117 237 0,9999
5 2,4,6-Tribromphenol 3 408 3251 0,9997

So ist eine Quantifizierung unbekannter organischer Bromverbindungen mittels
LC/NFESFHISF/MS nicht méglich, da jede Verbindung eine eigene Kalibrierung
benétigt und hierflr die Verbindungen bekannt sein missen. Es muss also
entweder weiterhin auf den Summenparameter AOBr (Anhang IL.v.i)
zurtickgegriffen werden, oder der Gehalt an Brom mittels Massenspektrometrie
mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) unter Berlcksichtigung der
anorganischen Bromidkonzentration bestimmt werden (Kapitel 4.2.2, Seite 57).

Die Empfindlichkeit der selektiven Detektion organischer Bromverbindungen
mittels LC/NI-ESI-IISF/IMS wird durch Vergleichsmessungen mit der
herkdbmmlichen ESI/MS-MS-Technik im Multi-Reaction-Monitoring- (MRM)
Modus deutlich. Der MRM-Modus bietet die Moglichkeit organische
Spurenstoffe mit héchster Empfindlichkeit und Selektivitéat zu detektieren. Das
1. MS (statisch) selektiert das Molekilion, das dann in der Kollisionszelle
fragmentiert wird. Das 2. MS arbeitet auch statisch und lasst nur ein Fragment
durch. Fur die Detektion im MRM muss allerdings die Strukturformel des zu
messenden Molekuls bekannt sein und ein Standard vorhanden sein, damit die
bedeutendsten Fragmente ermittelt werden konnen. Beide Messtechniken
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wurden fir die Quantifizierung eines Standardgemisches aus organischen
Bromstandards verwendet (Tabelle 4.2).

173>129 231>80 105>61 251>80 331>331
1 3 2 4 5
MRM
k7
< )
£
IISF
SIM m/z 81 R "
SIM m/z 79 ,l ~ A
10.00 2000  Zeit [min] 30.00 40.00 50.00

Bild 4.18: Chromatogramme der Vergleichsmessungen eines Standardgemisches aus
organischen Bromverbindungen mittels LC/NI-ESI-IISF/MS =IISF m/z 79 und 81 und LC/NI-
ESI/IMS-MS im MRM-Mode: 1) Bromchloressigsaure, 2) Bromphenylessigsaure, 3) 2,3-
Dibrompropionsaure, 4) 2,4-Dibromphenol, 5) 2,4,5Tribromphenol

Anhand der Chromatogramme in Bild 4.18 ist zu erkennen, dass die
Standardverbindungen mit beiden Messtechniken detektiert werden kénnen und
immer zur gleichen Zeit eluieren, da die LC-Methode unverandert blieb.
Lediglich Bromphenylessigsaure (2) ist im MRM-Modus nicht detektierbar, was
auf schlechte lonisierungsausbeuten und eine unzureichende Fragmentierung
zuruickzufuhren ist. Die Ergebnisse der Quantifizierung der funf Standards (c =
1000 pg/L Brom) fur beide Messmethoden sind in Tabelle 4.5 aufgefihrt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Intensitaten fur die verschiedenen
Messmethoden sehr unterschiedlich sind. Die héchsten Intensitaten (Flachen)
werden mit der IISF-Detektion erreicht, was auch anhand der relativen Flachen
deutlich wird (IISF/MRM > 1). Insgesamt sind fir beide Messverfahren hohe
Schwankungen der Intensitat fur die funf Standardverbindungen zu
verzeichnen, da beide Messverfahren strukturabhangige Signale liefern.

Das Signal/Rausch-Verhaltnis stellt ein besonders eindeutiges Kriterium fur die
Empfindlichkeit dar. Hierbei wird die Signalhéhe zur H6he des Grundrauschens
ins Verhaltnis gesetzt. Auch bei Betrachtung dieses Parameters hat die LC/NF
ESHISF/MS-Messung die hdchste Empfindlichkeit, da sie fir alle Standard-
verbindungen das grof3te Signal zu Rausch Verhaltnis aufweist.
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Tabelle 4.5: Konzentration (c), Flache (F), relative Flache (rel.F) und Signal/Rausch- (S/N)
Verhaltnis fur die Quantifizierung von fiinf organischen Bromverbindungen (c = 1000 pg/L BF)
mittels LC/NI-ESI-IISF/MS = IISF und LC/NI-ESI/MS-MS im MRM-Modus

Standard Verbindung c F rel.F S/N-Verhaltnis
[wg/L] MRM IISF  IISF/MRM MRM lISF

m/z 81 m/z 81

Bromochloroessigsaure 2160 49290 320061 6 302 81992
Bromophenylessigsaure 2660 n.d. 43638 - 1 123
2,3-Dibromopropionséure 1450 6080 167722 28 127 730
2,4-Dibromophenol 1580 602 93930 156 8 647
2,4,6-Tribromophenol 1380 23563 644848 27 121 844

Mit Hilfe der LC/NI-FESHISF/MS ist es mdglich unbekannte organische
Bromverbindungen selektiv und empfindlich zu detektieren. Die Empfindlichkeit
der Detektionsmethode Ubersteigt den hochselektiven und empfindlichen MRM-
Modus fur die LC/NI-ESI/MS-MS-Messung. Somit ist es moglich mit LC/NI-ESF
[ISF/MS bkekannte organische Bromverbindungen bis zu einer Konzentration
von 5 pg/L zu quantifizieren (Bestimmungsgrenze) und von 1 pug/L zu
detektieren (Nachweisgrenze). Die Nachweisgrenzen fir die LC/NI-ESI/MS
(-MS)-Messungen im MRM- und scan-Modus sind im Anhang Il.v.xii aufgefuhrt.

4.2.2 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)

Die Analysenmethode mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-MS) ermdéglicht die Bestimmung einzelner Elemente mit hoher
Empfindlichkeit. Sie beruht auf der Atomisierung und lonisierung des zu
analysierenden Materials in einem Plasma bei etwa 5000 °C. Zur Erzeugung
des Plasmas wird ein hochfrequenter Strom in ionisiertes Argon induziert. Aus
diesem Plasma werden die lonen in das Vakuumsystem des
Massenspektrometers (MS) dberfuhrt. Im MS wird dann die charakteristische
Masse des zu bestimmenden Elementes aufgenommen, fir Bromid m/z 79 und
81.

Zur Uberprifung des Summenparameters der adsorbierbaren organischen
Bromverbindungen (AOBr) wurde der Gehalt an organisch gebundenem Brom
mittels ICP-MS bestimmt. Bei der Bestimmung des gesamten Bromgehaltes
muss die Probe allerdings in der Form aufgearbeitet werden, sodass alle
anorganischen Bromspezies abgetrennt sind. Fur die Abtrennung von
Halogenionen bieten sich lonenaustauscherkatuschen, wie OnGuard® Il Ag von
DioNEx an. Nach der im Anhang Il.iv.vii beschriebenen Aufarbeitungsmethode
wurden in den Oberflachenwasserproben aus Wannsee und Miggelsee
80 £ 2 % des anorganischen Bromids entfernt. Die in der Probe verbleibenden
20 % wurden bei der Auswertung der ICP-MS Messung mitbertcksichtigt.



58 4 Ergebnisse

Fir die Quantifizierung des Broms in den Oberflachenwasserproben wird
lediglich das Signal der m/z 79 herangezogen, da es bei m/z 81 durch
OArPAr'H zu Interferenzen kommen kann (generell hohere Signale, siehe
Anhang llliv). Die Ergebnisse der Brommessung mittels ICP-MS und der AOBT-
Messung mit und ohne vorhergehende Sulfitzugabe (zur Sulfitreduzierbarkeit
siehe Kapitel 4.3.1.3 Seite 65) fur zwei Oberflachenwasserproben aus dem
Wannsee und dem Miggelsee sind in Bild 4.19 dargestellt.

Die Ergebnisse in  Bild 4.19 machen deutlich, dass durch alle drei
Messverfahren ahnliche Gehalte an organischen Bromverbindungen detektiert
werden. Die Messwerte der ICP-MS-Messung weichen im Mittel um 21 + 7 %
von den AOBr-Werten und um 24 + 11 % von den AOBr-Werten nach
Sulfitreduktion ab. Es kann demnach nicht eindeutig entschieden werden,
welche Messmethode, mit oder ohne Sulfitreduktion, die genauesten
Ergebnisse liefert. Auch bei der ICP-MS-Messung kann eine Verfalschung der
Ergebnisse durch Polybromide nicht ausgeschlossen werden.
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Bild 4.19: Vergleich der Konzentration an organisch gebundenem Brom mittels AOBr mit und
ohne Sulfitzugabe und ICP-MS Messung = Br(ICP -MS): Oberflachenwasser aus dem Wannsee
und dem Muggelsee aufgearbeitet durch lonenaustausch und Konzentration um Faktor 12 fir
Miggelsee und Faktor 14,5 fir Wannsee (n = 2)

Insgesamt ist die Ubereinstimmung der Messergebnisse zufriedenstellend, da
es sich bei der ICP-MS-Messung einerseits um ein komplett anderes
Messverfahren handelt und sich andererseits durch weitere Probenver-
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dinnungen andere Verdunnungsfaktoren mit den dazugehérigen statistischen
Fehlern ergeben (Doppelbestimmung mit zwel

Verdinnungen, siehe
Anhang Il.iv.vii).
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4.3 Charakterisierung der organischen
Bromverbindungen

Der Begriff organische Bromverbindungen fasst viele verschiedene Verbin-
dungen zusammen, wobei unklar ist, welche von den vielen tausend im marinen
Bereich identifizierten Verbindungen auch im SufRwasser gebildet werden. Es
ist auch denkbar, dass in Oberflachengewassern ganz andere Verbindungen
gebildet werden, denn im Unterschied zum marinen Bereich ist hier die Salinitat
und damit auch der Gehalt an Bromid viel geringer, im Sommer werden durch
das geringere Wasser- und Durchstromungsvolumen héhere Temperaturen
erreicht und die biologische Zusammensetzung ist eine andere. Zur
Charakterisierung der in Oberflachenwassern gebildeten organischen
Bromverbindungen wurden als erstes deren Eigenschaften untersucht.

4.3.1 Eigenschaften

4.3.1.1 Fluchtigkeit

Die Fluchtigkeit der AOBr-Verbindungen Ilasst sich schon anhand des
Versuchsaufbaus fir die Seewasser- und Algen-Batchtests abschétzen
(Bild 4.20). Die Versuche fanden in offenen Flaschen statt, die standig mit
Luftsauerstoff beluftet wurden. Da der Gehalt an organischen Bromverbin
dungen trotzdem fortlaufend ansteigt, kann es sich nicht um fliichtige
Verbindungen handeln.

Begasungsversuche mit AOBrhaltigen
Oberflachenwasser bestatigen diese
Annahme. Bei einer urspringlichen
Konzentration von 21,8 + 1 pg/L AOBr o

liegt der Verlust nach Begasung mit g%r:]srfg%?ii‘?‘t
Stickstoff von 1 pg/L innerhalb der 4 1 N\
Fehlertoleranz. Die  organischen
Bromverbindungen aus Oberflachen-
gewassern sind demnach nicht

Beluftung ———> 1 ]

flichtige Verbindungen. Ein ahnliches 5 °
Verhalten kann fur Organobrom- Igrrﬂfo?ﬁ?#r ©ooe 0
verbindungen aus Algen und See- bei 25 °C ee e
wasser-Batchtests angenommen wer- \ /

den.
Bild 4.20: Versuchsaufbau fiir die
Batchtests
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4.3.1.2 Polaritat

Die Polaritat der Verbindungen spielt eine grof3e Rolle um eine
Analysenmethode zu entwickeln. Anhand von Extraktionsverfahren kann die
Polaritat eingegrenzt werden, wobei die AOBr-Konzentration zur Bestimmung
der Wiederfindung dient. Dazu wird der AOBr-Gehalt in der Ausgangsiosung
(Anfangs-AOBr), im Extraktionsablauf (AOBr(nicht extrahiert)) und im Extrakt
(AOBr(Extrakt)) bestimmt. Es wurden die verschiedensten Festphasen fir die
Extraktion ausprobiert. Die Phasen sind fiir polare Verbindungen (LiChrolut® EN
und Isolute® ENV+), fiir apolare Verbindungen (LiChrolut® RP-18), sowohl fiir
polare als auch apolare Verbindungen (Oasis® HLB) und fiir ionische
Verbindungen (BondElute® SAX anionisch und SCX kationisch) geeignet
(Tabelle 4.6). Die Extraktionsbedingungen sind fur jede Festphase angepasst
(pH-Wert, Loésungsmittel zum Konditionieren und Eluieren, Anhang Il.iv.i).

Tabelle 4.6: Extrahierbarkeit des AOBr von Seewasser-Batchtestproben an unterschiedlichen
Festphasen

Festphase Wechselwirkungen Anfangs-AOBr AOBr(nicht extrahiert) AOBTr(Extrakt)
[Hg/L] [%] [%]
LiChrolut RP-18 apolar 43,7 96,1 3,7
LiChrolut EN polar 43,7 18,1 44,8
Isolute EnV+ polar 43,7 15,0 28,7
Oasis HLB polar und apolar 43,7 42,2 48,8
BondElut SCX  kationisch 102,7 94,6 2,2
BondElut SAX anionisch 102,7 11,9 82,8

Die hochste Extraktionsausbeute wird mit der Anionenaustauschphase SAX
erreicht. 83 % des in der Originalprobe bestimmten AOBr werden im Extrakt
wiedergefunden. Die hohe Extraktionsausbeute an SAX deutet auf Gberwiegend
anionische Verbindungen hin. Dies wird durch die Ergebnisse der anderen
Extraktionsversuche bestatigt. Die Extraktion mit der Kationenaustauscher-
phase SCX und der Normalphase RP-18 liefert geringste Wiederfindungsraten
von 2 bzw. 4 % im Extrakt. Es handelt sich demnach um polare Verbindungen.
Das bestatigen auch die Extraktionen mit EN- und ENV+-Material. Lediglich
18 % (EN) und 15 % (ENV+) des Anfangs-AOBr sind nach der Extraktion in der
Probe enthalten. Da 45 % (EN) bzw. 29 % (ENV+) im Extrakt wiedergefunden
werden, muss ein grol3er Teil der polaren AOBr-Verbindungen auf dem SPE-
Material verbleiben. Mit HLB-Kartuschen werden 49 % des Anfangs-AOBr
extrahiert, davon sind 42 % nicht extrahierbar, sodass 9 % nicht mit Methanol
eluiert werden konnen. Um die polaren Eigenschaften des uberwiegenden
Anteils der AOBr-Verbindungen zu Uberprufen, wurde der polare Extrakt
(LiChrolut® EN) einer saulenchromatographischen Trennung mit unterschiedlich
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polaren Lésungsmitteln unterzogen (Bild 4.24A, Versuchsdetails siehe Anhang
[Liv.iii).

Alle Bromverbindungen des polaren Extraktes wurden mit dem polarsten
Losungsmittel Methanol von der Kieselgelsaule eluiert. Allerdings kénnen von
den 44 % Festphasenextrakt an EN-Kartuschen nur 26 % nach Kieselgel-
Saulenchromatographie wiedergefunden werden (Summe aller Fraktionen).
Das entsprichnt einer 60 %igen Wiederfindungsrate. Um alle AOBr-
Verbindungen in die saulenchromatographische Trennung mit einzubeziehen,
wurden  Seewasser-Batchtestproben verwendet, die lediglich nach
vorhergehender Entsalzung (Ca®'-, Mg**-Salze, etc.) an Natriumionenaus-
tauscherkartuschen (OnGuard® Na) aufkonzentriert wurden. Bei der
Aufarbeitung durch Entsalzung und Aufkonzentrierung findet man 97 % des
urspriinglichen AOBr wieder. Diese 97 % des AOBr zeigen ein ahnliches
Verhalten wahrend der sdulenchromatographischen Trennung wie die Proben
der Festphasenextraktion (Bild 4.21B). In den weniger polaren Fraktionen wird
jeweils 1 % des urspringlichen AOBr wiedergefunden, wahrend in der
Methanoffraktion, 48 % des AOBr eluieren. Die verbleibenden 49 % der
organischen Bromverbindungen bleiben, wie bereits bei extrahierten Proben
beobachtet, an der Kieselgelsaule haften.
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Bild 4.21: Fraktionierung von zwei aufgearbeiteten Seewasser-Batchtestproben an
Kieselgelsaulen: A) Festphasenextrakt an EN-Phase und B) Konzentrat nach Entsalzung an
OnGuard® Na-Kartusche

Bei der Betrachtung der Polaritatseigenschaften von Cyanobakterien-Batchtest-
proben ist ein etwas anderes Verhalten als bei den Seewasser-Batchtestproben
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zu beobachten. In Bild 4.22 sind die Extraktionsergebnisse eines
Cyanobakterien-Batchtests fur vier verschiedene Extraktionsphasen dargestelit.
Die hochsten Extraktionsausbeuten werden bei dieser Probe mit HLB-
Kartuschen erreicht (68 %). Mit der EN-Kartusche werden ahnliche
Wiederfindungen erreicht (39 %) wie bei der Seewasser-Batchtest Probe (45 %,
Tabelle 4.6). Allerdings kommt es zu einer besseren Elution nach Adsorption
auf dem SPE-Material. Mt 46 % AOBr in den Extraktionsablaufen und 39 %
AOBr im EN-Extrakt, sind 85 % des gesamten AOBr im Cyanobakterien
Batchtest wiedergefunden worden. Im Gegensatz dazu findet man beim
Seewasser-Batchtest nur 63 % des AOBr wieder. Die Extraktion mit dem
Anionenaustauscher SAX zeigt ein viel geringeres Extraktionsvermégen der
organischen Bromverbindungen aus Cyanobakterien-Batchtests (20 %) als aus
Seewasser-Batchtests (83 %). Eine AOBr-Bestimmung im Extraktionsablauf hat
fur den Cyanobakterien-Batchtest nicht stattgefunden.
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g 60
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|l Extrakt O nicht extrahiert |

Bild 4.22: Extraktionsverhalten einer Cyanobakterien-Batchtest Probe (AOBr = 98 ug/L) an
verschiedenen Extraktionskartuschen, Extrakt = AOBr-Wiederfindung in den Extrakten und
nicht extrahiert = Wiederfindung in den Extraktionsablaufen, n.b. = nicht bestimmt

Ubereinstimmend mit den Seewasser-Batchtestproben findet nur eine sehr
geringe Extraktion mit RP-18-Kartuschen statt, wobei auch der grofite Teil
(93 %) im Extraktionsablauf wiedergefunden wird. Demnach handelt es sich
auch bei dem cyanobakterienproduzierten AOBr um Uberwiegend polare
Verbindungen. Allerdings ist der Anteil anionischer Verbindungen geringer.
Durch die Dbeste Extraktion mit HLB scheinen die organischen
Bromverbindungen aus dem Cyanobakterien-Batchtest sowohl polare als auch
schwach apolare Eigenschaften zu haben.
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Der Vergleich der Extrahierbarkeit des AOBr aus Seewasser- und
Cyanobakterien-Batchtests macht die Komplexitat der AOBr-Zusammensetzung
deutlich. Es werden unterschiedliche Eigenschaften gefunden, wenn die Proben
mit Kulturen hergestellt wurden, im Gegensatz zu Mischkulturen aus dem See.
Demnach ist zu erwarten, dass der AOBr aus Spatsommer-Seewasser eine
andere Zusammensetzung hat als die im Labor produzierten Proben. Allerdings
ist eine &hnliche Zusammensetzung wie in den Seewasser-Batchtestproben
wahrscheinlich. Daher wurde im weiteren Verlauf der EinzeIstoffcharakterisie-
rung (Kapitel 4.3.2, Seite 70) mit Seewasser-Batchtestproben gearbeitet.

Polare und anionische Eigenschaften organischer Verbindungen, wie fir den
AOBr der Seewasser-Batchtests, werden durch spezielle funktionelle Gruppen
hervorgerufen. In Tabelle 4.7 werden mdgliche funktionelle Gruppen aufgezahilt,
die polare Eigenschaften hervorrufen. Fir alle diese Verbindungen kann man
sich zusatzlich die Schwefelanaloga vorstellen, wie zum Beispiel Thiocarbon-
sauren, Sulfonsauren, Sulfoxide oder Thioaldehyde, die ebenfalls polare
Eigenschaften aufweisen. Derartige SchwefelHalogen-Verbindungen wurden
allerdings noch nicht als natirlich gebildete Bromverbindungen in der Literatur
erwahnt. Einige identifizierte natirliche organische Halogenverbindungen mit
polaren Eigenschaften wurden ebenfalls in Tabelle 4.7 aufgeftuhrt und sind
anhand ihrer Stoffklasse den funktionellen Gruppen zugeordnet. Es ist also
vorstellbar, dass es sich bei den im Oberflachenwasser detektierten
organischen Bromverbindungen um Carbonsduren, Carbonsdureamide,
Aldehyde, Aminosauren oder Alkohole handelt. Halogenkohlenwasserstoffe
konnen ausgeschlossen werden, da kurzkettige Halogenkohlenwasserstoffe
leicht fliichtig sind und die Polaritait des Halogenatoms fir langkettige
Kohlenwasserstoffe nicht mehr ausreicht, um eindeutig polare Eigenschaften zu
bewirken. Die anderen Stoffklassen sind unter den in der Literatur identifizierten
natirlichen halogenorganischen Verbindungen nicht aufgefuhrt, was ihr
maogliches  Auftreten in  Oberflachengewassern  nicht  ausschliel3t.
Peroxicarbonsauren, Oxime und Nitrosoverbindungen sind allerdings sehr
reaktiv und demnach zu instabil, um in nattrlichen Gewassern gehauft gebildet
zu werden.
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Tabelle 4.7: Polare funktionelle Gruppen mit anionischen Eigenschaften und Beispiele fir
identifizierte natlrliche Organohalogenverbindungen Literatur: 1) (Moore, 1977), 2) (Gribble,
2003) 3) (Hunt, 1972), 4) (Igarashi et al., 1996), 5) (Moore et al., 1996)

Stoffklasse Struktur nat. Organohalogene | Spezies Bemerkung Lit.
Carbonsauren R-COOH Dibrompropensaure | Asparagopsis | essbare Rotalge
und -salze taxiformis 1)
Peroxycarbon- R-COzH
sauren
Carbonséure- R-COXH
halogenide
Carbonsaure- R-CONH, | Chlortetracycline Streptomyces | Antibakterium,
amide aureofaciens | antifungal 2)
Carbonséure- R-CONH-
hydrazide NH,
Aldehyde R-CHO Dibrompropenal, Asparagopsis | essbare Rotalge
Dibromethanal taxiformis 1)

Aminosauren R-CNH,- Bromchlortyrosin Buccinum in Protein

COOH undatum eingebaut 3)
Oxim R=N-OH

Prymnesium
Alkohole/ R-OH Prymnesin-2, parvum, Abwehrstoff, 4)
Phenole Dibromphentriol Rhabdonia Antibakterium
verticillata

Halogenkohlen- R-X Bromoform, marines gasférmig
wasserstoffe Dibrommethan Phytoplankton 5)
Nitrover- R-NO»,
bindungen
Nitrosover- R-N=0O
bindungen

Mit den dargelegten Festphasenextraktionen (LiChrolut® EN und BondElut®
SAX) wurden die Proben vor der Analyse aufgearbeitet, um mittels Massen-
spektrometrie nach gas- oder flissigkeitschromatographischer Trennung
Einzelstoffe zu identifizieren (Kapitel 4.3.2, Seite 70).

4.3.1.3 Reduzierbarkeit mit Sulfit

Es wurde der Einfluss des Reduktionsmittels Natriumsulfit auf die AOBI-

Messung untersucht. Aufgefallen ist die Wirkung von Natriumsulfit bei der
Probenvorbereitung fur AOI-Bestimmungen. Es ist bekannt, dass molekulares
lod (I2) leicht unter sauren und oxidativen Bedingungen in Losungen entsteht
(4.3). lod steht seinerseits mit lodid (I') im Gleichgewicht, um nach Gleichung
(4.4) Triiodid (l3") zu bilden (Bruchertseifer et al., 2003).

31" +3HOI +3H * ¥34® 31, +3H,0 4.3)
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I, +1" Z® I, (4.4)

Es ist vorstellbar, dass sowohl lod (k), Triiodid (I3) als auch hohere Polyiodide
(I, k) wahrend des Anreicherungsschrittes fir die AOI-Bestimmung an der
Aktivkohle adsorbieren und zu AOI-Uberbefunden fiihren. Vor der AOI oder
AOBr-Bestimmung (Anhang Il.v.i) werden alle Proben mit Salpetersaure
angesauert, wodurch saure und oxidative Bedingungen entstehen. Daher ist es
wahrscheinlich, dass in den Proben Polyiodide und Polybromide entstehen. Bei
der Messung organischer lodverbindungen als AOI hat sich herausgestellt,
dass dieser durch Zugabe des Reduktionsmittels Natriumsulfit sinkt (Oleksy-
Frenzel et al., 2000). Der gleiche Effekt konnte auch bei AOBr-Messungen
festgestellt werden.

Um den AOBr-Parameter fur die Aufklarung des Bildungsmechanismus
weiterhin verwenden zu kénnen, mussen die folgenden Fragen geklart werden:

1. Sind die Beobachtungen im Feld auch fir die Messung des AOBr unter
Sulfitzugabe signifikant?

2. Wie verhélt sich die AOBr-Bildung wahrend der Laborsimulationen nach
Reduktion mit Sulfit?

3. Ergeben sich neue Konsequenzen fur den Bildungsmechanismus?

Um den Anteil an reduzierbaren Bromverbindungen des AOBr in natirlichen
Oberflachengewéssern und in Laborversuchen abschéatzen zu kénnen, wurden
AOBr-Messungen mit und ohne vorhergehende Natriumsulfitzugabe
durchgefinhrt.

Im Sommer 2004 wurde der Wannsee monatlich beprobt und der AOBr mit und
ohne Sulfitzugabe gemessen @ild 4.23, Grinheid et al., 2006, AOBr+S0O3-
Daten personlich von Griunheid). Abgesehen vom Spéatsommer (August-
Oktober) liegt der AOBr nach Sulfitzugabe konstant bei 4,9 £ 0,4 ug/L. Diese
Konstanz ist viel ausgepréagter als ohne Sulfitzugabe, bei der die Werte mit
9 + 2 pg/L viel starker schwanken. Im Spatsommer steigt der AOBr auch unter
vorhergehender Behandlung mit Sulfit um mehr als das Dreifache auf 18,5 pg/L
an. Demzufolge findet, auch unter Bericksichtigung einer moglichen Bildung
von Polybromiden bei der Probenvorbereitung, eine Bildung bromorganischer
Verbindungen im Wannsee statt.
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Bild 4.23: AOBr-Jahresprofil, Wannsee 2004 unter Berucksichtigung der Reduzierbarkeit mit
Natriumsulfit (Grinheid et al., 2006 und AOBr+S0O3-Daten personlich von Griinheid)

Der AOBr, bestimmt nach Sulfitzugabe, ist hier also in der Regel um 50 %
niedriger als der konventionell gemessene. Ein ahnliches Verhalten konnte
auch in anderen Gewassern beobachtet werden, mit Ausnahme des Nord-
grabens. In Tabelle 4.8 sind die Messungen vom September 2005 und August
2006 fur verschiedene Probenahmeorte zusammengefasst.

Tabelle 4.8: AOBr-Gehalte verschiedener Oberflachengewésser im Berliner Raum unter
Bertucksichtigung der Reduzierbarkeit mit Natriumsulfit, September 2005 und August 2006

Probenahme AOBr AOBr+S0O3 reduzierbarer AOBr reduzierbarer AOBr
September 2005 berechnet berechnet
*August 2006 [ug/L] [ua/L] [ug/L] [% von AOBI]
Nordgraben 51 45 0,6 12
Nordgraben vor OWA* 2,6 2,2 04 16
Nordgraben nach OWA* 52 45 0,7 13
Tegeler FlieR* 45 3,9 0,6 13
Oberhavel 10,4 5,0 54 52
Tegeler See 9,3 51 4.2 45
Wannsee 21,3 9,3 12,0 56
Unterhavel 25,3 11,5 13,9 55
Muggelsee 16,8 7,2 9,6 57

Spree 8,0 38 4,2 53
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Dem Wasserlauf der Havel folgend steigt die AOBr-Konzentration auch nach
Sulfitzugabe stetig an. Die Ausgangskonzentration von 5 pg/L in der Oberhavel
bleibt allerdings auch im Tegeler See erhalten und steigt erst im Wannsee und
danach in der Unterhavel auf bis zu 11,5 pg/L an. Betrachtet man die
konventionelle Messung des AOBr ohne Sulfitzugabe kann der gleiche Effekt
beobachtet werden.

Der reduzierbare AOBr-Gehalt liegt in den noérdlichen Zuldufen des Tegeler
Sees (Nordgraben und Tegeler FlieR) bei 13 £ 2 % des herkbmmlich
gemessenen AOBr. Die AOBr-Reduzierbarkeit der Tegeler See-Zulaufe ist mit
0,5 + 0,1 pg/L geringer als in den anderen Berliner Gewassern (im Mittel
8 £ 4 ug/L; Tabelle 4.8).

Auch in Laborversuchen kann der AOBr in reduzierbar und nicht reduzierbar
(AOBr+S03) differenziert werden. In allen Batchversuchen in Tabelle 4.9 ist ein
Anstieg organischer Bromverbindungen auch nach Reduktion mit Sulfit zu
erkennen. Der Gehalt an AOBr nach vorhergehender Sulfitzugabe ist immer
geringer als der konventionelle AOBr. Der prozentuale Anteil an reduzierbarem
AOBr variiert allerdings stark und liegt zwischen 19 und 47 %.

Tabelle 4.9: AOBr-Konzentrationen mit und ohne Sulfitzugabe in Tegeler See- Wasser-
Batchtest, Cyanobakterien-Batchtests und Bromoperoxidase-Batchtest (Versuchsbedingungen
siehe Tabelle 11.3 im Anhang IL.ii)

Batchtest Laufzeit AOBr AOBr+S0O3 reduzierbarer AOBr reduzierbarer AOBr
berechnet berechnet

[d] [Lg/L] [Lg/L] [ug/L] [%]
Tegeler See 147 32 22 10 32
Tegeler See 203 74 60 14 19
Cyanobakterien 41 42 22 20 47
Cyanobakterien 46 38 23 15 40
BrPOD-Test* 59 576 391 185 32

* Versuch in 10fach aufkonzentriertem Tegeler See- Wasser (Gesamtbromid = 1680 ug/L)

Ein Verlauf der AOBr-Bildung mit vorhergehender Sulfitreduktion ist in
Bild 4.24 fur die Cyanobakterien-Batchtests mit Microcystis aeruginosa
dargestellt. Nach einer 14tagigen Verzogerungszeit ist eine AOBr-Bildung
deutlich zu erkennen. Diese ist sowohl mit als auch ohne vorhergehende
Reduktion mit Sulfit messbar. Die Batchtests sind in beiden Messmethoden
reproduzierbar, wobei der langer laufende Versuch vom Marz auch zu héheren
Konzentrationen fihrt.
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Bild 4.24: Cyanobakterien-Batchtests vom Marz und Mai 2005 unter Beriicksichtigung der
Reduzierbarkeit des AOBr mit Sulfit

Es konnte nicht geklart werden, welche Bromspezies den reduzierbaren AOBTr-
Anteil bildet. Vermutet wird, dass es sich um Bromspezies handelt, die durch
das Ansauern mit einer oxidierenden S&ure gebildet werden, wie z.B. die
Eingangs erwahnten Polybromide, die auch an Aktivkohle adsorbieren kénnen.
Durch Zugabe von Sulfit werden das durch das Anséuren gebildete Brom und
Polybromid zu Bromid reduziert. Bromid adsorbiert nicht an der Aktivkohle bzw.
wird durch Nitrat wahrend der Anreicherung verdrédngt. Es ist sehr
unwahrscheinlich, dass eine organische Bromverbindung durch Sulfit reduziert
wird.

Die Batchtests (Tabelle 4.9) zeigen, dass der prozentuale Anteil an
reduzierbarem AOBTr, bezogen auf den AOBr, niedriger ist, wenn viel von dem
enthaltenen Bromid (~ 100 pg/L) durch AOBr-Bildung verbraucht wurde. Im
zweiten Tegeler See- Wasser-Batchtest sind die hochsten AOBr-Konzentratio-
nen entstanden, es verbleibt eine geringere Bromidkonzentration (~40 ug/L)
und die geringste AOBr-Reduzierbarkeit ist detektierbar (19 %). Dies spricht fur
die Vermutung, dass die Anwesenheit von Bromid die AOBr-Bestimmung stort
und zu Uberbefunden fuhrt (Kapitel 4.1.3.2, Seite 41).

Auffallig ist, dass der reduzierbare AOBr in den Zulaufen des Tegeler Sees trotz
ahnlicher Bromidkonzentrationen geringer als im Seewasser ist (Tabelle 4.8).
Es wurde geprift, ob eine Differenzierung des AOBr aus den Zulaufen und aus
dem See prinzipiell anhand der AOBr-Reduzierbarkeit mdglich ist (siehe Kapitel
4.4.1, Seite 85).
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Unabhangig von der Authentizitat des AOBr ist die Bildung bromorganischer
Verbindungen wahrend Laborsimulationen mit Seewasser und Cyanobakterien
deutlich zu erkennen. Auch die Feldbeobachtungen zeigen Spatsommer-
maxima nach vorhergehender Probenbehandlung mit Natriumsulfit. Die
Ergebnisse des Bildungsmechanismus verandern sich nicht. Es werden
lediglich weniger organische Bromverbindungen gebildet als bisher
angenommen. Die tatsachliche Struktur des reduzierbaren Anteils an AOBr
sollte allerdings noch eingehender untersucht werden, damit eindeutige
Schlussfolgerungen gezogen werden kénnen.

43.2 Einzelstoffe

Nach erfolgreicher Probenaufarbeitung anhand der polaren Eigenschaften des
Uberwiegenden Anteils an AOBr, wurden chromatographische Trennmethoden
erarbeitet und die Identifikation mittels Massenspektrometrie angestrebt. Hierbei
unterscheidet sich die Massenspektrometrie fur die Kopplung mit Gaschromato-
graphie (GC) und Flussigkeitschromatographie (LC) im lonisierungsverfahren.
Wahrend bei der GC die mobile Phase und die Analyten bereits im gasférmigen
Zustand sind und durch chemische oder ElektronenstoRionisierung in
Molekulionen tberfihrt werden, missen bei der LC die Analyten zuséatzlich in
die Gasphase uUberfiihrt und der hohe Anteil an flissiger mobiler Phase
reduziert werden. Hierflr bietet sich die Elektrosprayionisierung (ESI) an, da es
gleichzeitig zu einer Zerstadubung, lonisierung und Losungsmittelreduktion des
Sauleneluates kommt.

Identifizierungskriterium fur alle Bromverbindungen ist das natirliche
Isotopenverhaltnis von Br'® und Br®!, wie in Kapitel 4.2.1.1 (Seite 48) bereits
dargelegt wurde.

4.3.2.1 Gaschromatographie

Die gaschromatographische Trennung ist fir die Identifikation unbekannter
Verbindungen besonders gut geeignet, da es geringere Matrixeffekte,
einheitliche und daher vergleichbare lonisierungsverfahren und umfangreiche
Spektrenbibliotheken gibt.
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Bild 4.25: Gaschromatographische Trennung der Substanzen einer Tegeler See- Wasser-
Batchtestprobe nach Festphasenextraktion an EN und Saulenchromatographie an Kieselgel —
Methanoleluat, derivatisiert: rote Peaks mit Brom Isotopenmuster und blaue Peaks mit
zuséatlichem Chlor Isotopenmuster
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Ein Gaschromatogramm mit massenspektrometrischer Detektion ist in Bild 4.25
dargestellt. Die Probe stammt von einem Seewasser-Batchtest, der mit Tegeler
See- Wasser angesetzt wurde (ohne weitere Dotierungen). Sie wurde durch
Festphasenextraktion an EN-Material aufgearbeitet und danach an einer

Kieselgelsaule wie im Anhang Il.iv.iii beschrieben extrahiert, wobei die polarste
Fraktion (Methanoleluat) dargestellt ist.

Es ist eine groRe Anzahl von Peaks zu erkennen, was trotz umfangreicher
Probenaufarbeitung auf einen grofRen Matrixanteil zurlckzufuhren ist. Alle
Peaks wurden auf mogliche Isotopenmuster von Halogenatomen untersucht,
wobei zwei organische Bromverbindungen in dieser Probe identifiziert werden

konnten. Die extrahierten Massenspektren der beiden Verbindungen sind in Bild
4.26 dargestellt.
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Bild 4.26: Massenspektren zweier organischer Bromverbindungen, extrahiert aus dem
Gaschromatogramm in Bild 4.25: A = Bromchloressigsduremethylester und B =
Dibromoessigsauremethylester (Probe ist derivatisiert)

In beiden Massenspektren sind die Isotopenmuster deutlich zu erkennen. Da
jeweils drei detektierte Massen mit einem Massenunterschied von m/z = 2 ein
Isotopencluster ausmachen, handelt es sich um zwei Halogenatome je Molekiil.
In Bild 4.26A stehen die Isotopen der Basispeaks (127:129:131) im Verhaltnis
von 77:100:25 wahrend die Isotopen der Basispeaks in Bild 4.26B
(1721:173:175) im Verhaltnis von 52:100:51 stehen. Die gleichen
Isotopenverhéltnisse sind auch fur die Molekilionenpeaks zu erkennen (Bild
4.26A: m/z = 188 und B: m/z = 232). Daraus ist deutlich zu erkennen, dass im
ersten Massenspektrum (Bild 4.26A) ein Brom- und ein Chloratom enthalten
sind, wahrend im zweiten Massenspektrum (Bild 4.26B) zwei Bromatome
vorliegen. Der Strukturvorschlag war durch Vergleiche mit Spektrenbibliotheken
moglich, danach handelt es sich bei der Verbindung in Bild 4.26A um
Bromchloressigsauremethylester und in Bild 4.26B um Dibromessig-
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sduremethylester. Da die Proben derivatisiert wurden, handelt es sich
tatsachlich um Bromchloressigsaure und Dibromessigsaure.

In gleicher Weise wurden alle Peaks im dargestellten Chromatogramm
(Bild 4.25) und in den Chromatogrammen der anderen Fraktionen nach
Kieselgelfraktionierung mit und ohne Derivatisierung auf Isotopenmuster
untersucht. Weitere mdogliche organische Halogenverbindungen sind fur das
dargestellte Chromatogramm in Bild 4.25 farbig dargestellt, wobei rote Peaks
Brom enthalten und blaue Peaks zuséatzlich Chlor. Eine genaue Identifizierung
wie fur die Halogenessigsauren ist nur fur eine weitere Verbindung moglich.
Eine einfach bromierte Verbindung konnte in der Probe ohne Fraktionierung
gefunden werden, die derivatisiert wurde. Laut Spektrenbibliothek handelt es
sich um 4-Brom-3-nitrobiphenyl. Die Identifikation der anderen Peaks fallt
schwer, da die Massenspektren nicht mit Spektren aus der Bibliothek
ubereinstimmten. Viele Peaks sind zu klein, um reine Massenspektren zu
extrahieren, wodurch Matrixbestandteile die Spektren verfalschen. Im
Anhang lll.v sind alle Teilproben der Fraktionierung und Derivatisierung in einer
Tabelle 111.3 dargestellt, wobei die Isotopencluster mit ihren Verhaltnissen, den
dazugehdrigen Retentionszeiten und Probenbeschreibungen aufgelistet sind.
Die Anzahl der im Molekll eingebauten Halogenatome wurde anhand der
Isotopenzahl des Basis- und Molekilionenpeaks ermittelt. Diese Angaben sind
allerdings nur Vermutungen, da oft nicht mit Sicherheit der Molekulionenpeak
identifiziert werden konnte (zu hohe Matrix, daher teilweise héhere Anzahl an
Isotopen im Basispeak als im Molpeak erkennbar).

Es muss noch erwéhnt werden, dass diese Vielzahl an halogenorganischen
Verbindungen nur in dieser einen Probe gefunden wurde. Weitere Seewasser-
Batchtestproben wurden analysiert. Auch die oben ausgewertete Probe wurde
erneut vermessen, sowohl aus der bereits aufgearbeiteten Probe als auch nach
erneuter Probenaufarbeitung. Es wurden keine halogenorganischen
Verbindungen detektiert. Da der AOBr als tUberwiegend polar charakterisiert
wurde, ist die GC-Trennung nicht weiter verfolgt worden. Im weiteren Verlauf
wurde nach LC-Trennungsmoglichkeiten gesucht.

4.3.2.2 Flussigkeitschromatographie

Zur Charakterisierung bromorganischer Verbindungen wurde fur die
Flussigkeitschromatographie (LC) ein bromselektives Detektionsverfahren
mittels negativ-lonen Elektrosprayionisierung nach induzierter in-source
Fragmentierung und massenselektiver Detektion (NI-ESI-IISF/MS) entwickelt
(Kapitel 4.2.1.2, Seite 49). Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es méglich einzelne
organische Bromverbindungen selektiv zu detektieren. Dazu werden die zwei
Massenspuren fur Brom m/z 79 und 81 aufgenommen.
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In Bild 4.27 sind die Chromatogramme der Massenspuren m/z 79 und 81 fur
eine Batchtestprobe aus dem Tegeler See dargestellt. Die Probe hat einen
AOBr von 103 pg/L und wurde wie im Anhang ILiv.ii beschrieben nach
Entsalzung um den Faktor 200 aufkonzentriert. Die Probe wird im Folgenden
verkiirzt TSee-Konz genannt. Zur LC-Trennung wurde eine Luna®-Phenyl-
Hexyl-Saule verwendet (siehe Anhang ll.iv.vi, Tabelle 11.8). Die potentiellen
organischen Bromverbindungen sind durch einen Pfeil und mit ihrer
Retentionszeit markiert.

R(t) [min] 5,38 6,27 10,52 11,47 13,96 19,61 20,85 22,8 28,62 30,41 42,03
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Inte nsitat
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0 10.00 20.00  Zeit [min] 30.00 40.00 50.00

Bild 4.27: LC/NI-ESI-IISF/IMS Chromatogramme der Massenspuren m/z 79 und 81 einer im
Batchtest kultivierten Oberflachenwasserprobe des Tegeler Sees (AOBr = 103 ug/L), die um den
Faktor 200 aufkonzentriert wurde

Es wurden elf organische Bromverbindungen detektiert. Um weitere
Strukturinformationen zu erhalten, wurde die Probe ein weiteres Mal im LC/NFk
ESI/MS scan-Modus analysiert. Hieraus kdnnen die Massenspektren fir die
Retentionszeiten der organischen Bromverbindungen extrahiert werden.

Fur alle elf Verbindungen der selektiven Bromdetektion wurden die
Massenspektren aus dem scan-Chromatogramm extrahiert und auf ihre
Isotopenmuster hin untersucht. In Tabelle 4.10 sind die Ergebnisse der
Massenspektren  aufgefuhrt. Aus den Intensitatsverhdltnissen  der
Isotopenmuster fur den potentiellen Molekulionenpeak konnte der Bromierungs-
und auch Chlorierungsgrad bestimmt werden. Es ist unklar, ob es sich
tatsdchlich um den Molekilionenpeak handelt, da durch einen hohen
Matrixgehalt oder eine Fraktionierung des Molekils eine Identifikation am
hohen Untergrundrauschen scheitert. Diskrepanzen zwischen Basis- und
Molpeak im Halogenierungsgrad weisen auf einen fehlenden Molekilionenpeak
hin. Genauere Messungen mit sensitiverer Massenspektrometrie sollten die
Identifikation des Molekllionenpeaks ermoéglichen, zum Beispiel mittels
Quadrupol-Time Of Flight-Massenspektrometrie (Q-TOF-MS).
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Tabelle 4.10: Retentionszeiten, Basispeak, Molekilionenpeak und Anzahl an gebundenen
Halogenen einer Tegeler See- Wasser-Batchtestprobe (AOBr = 103 pg/L) nach Entsalzung
und Aufkonzentration (F = 200) bestimmt durch LC/NI-ESI/MS-Messung im SCAN-Modus,
Retentionszeiten wurden zuvor mit der selektiven Detektion organisch gebundenen Broms
nach LC/NI-ESI-IISF/MS -Messung bestimmt.

Nr. R(t) Basepeaks Molpeaks n(Halogen)
[min] m/z rel.Intensitat m/z rel.Intensitat
1 5,38 359 100 577 100
361 38 579 58 Br+2CI**
581 12
2 6,27 359 100 741 100
361 98 743 92 Br
3 10,52 162 576 100
578 100 Br+CI**
4 11,47 373 100 458 62
375 97 460 100 Br
5 13,96 186 379 60
381 100 2Br
383 60
6 19,61 381 82 403 95
383 100 405 100 Br+Cl
385 35 407 50
7 20,85 273 387 77
389 100 Br+Cl
391 53
8 22,8 257 365 50
367 100
369 82 2Br+Cl
371 19
9 28,62 287 100 381 70
289 62 383 100 Br+Cl
291 19 385 28
10 30,41 395 75 417 76
397 100 419 100 Br+Cl
399 30 421 24
11 42,03 301 100 409 77
303 36 411 100 Br+Cl
413 29

** potentieller Molekulpeak, da Diskrepanz im Halogenierungsgrad

Es zeigt sich, dass alle selektiv detektierten Bromverbindungen im LC/NF

ESI/IMS scan-Lauf charakteristische

Isotopenmuster fur Brom aufweisen.

Danach enthalt die Probe aus dem Tegeler See- Wasser-Batchtest mindestens
elf verschiedene organische Bromverbindungen, die Gberwiegend einfach und
nur zweimal zweifach bromiert sind. Sieben der elf Bromverbindungen sind
zusatzlich einfach chloriert und eine ist zusatzlich zweifach chloriert.

Die angegebene Seewasser-Batchtestprobe wurde ein weiteres Mal nach
Extraktion an Anionenaustauscher BondEIut® SAX vermessen. Diese Probe
wird im weiteren zur Vereinfachung TSee-SAX-2 genannt. Bei der LC/NFESIH
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IISF/IMS Messung fand eine andere flussigkeitschromatographische Trennung
mittels XTerra®C18-Saule statt (siehe Anhang ILiv.i, Tabelle 11.9). Die
optimierte  Elution lieferte ein weites Spektrum an organischen
Bromverbindungen. Die Detektion fand unter den gleichen Bedingungen statt,
wie bei TSee-Konz, sodass ein direkter Vergleich méglich ist. Bei der Messung
von TSee-SAX-2 wurden mit 16 detektierten Verbindungen etwas mehr
organische Bromverbindungen gefunden. Von den 16 Bromverbindungen sind
sechs zweifach bromiert, sechs Verbindungen zusatzlich einfach chloriert und
drei zweifach chloriert. Die Auflistung dieser Verbindungen und der
dazugehorigen Isotopenmuster ist dem Anhang Ill.vi zu entnehmen. Die Probe
TSee-Konz ist durch ihre Aufarbeitung mittels Konzentration nach
lonenaustausch héher mit Matrix belastet, als TSee-SAX-2. Allerdings ist der
Verlust an organischen Bromverbindungen bei der Extraktionsmethode mit SAX
hoher (17,2 %) als beim Aufkonzentrieren (3 %). Insgesamt zeigt sich, dass die
unterschiedlichen  Probenaufarbeitungsverfahren auch  zur  Detektion
unterschiedlicher Verbindungen fihren. Im Folgenden sollen die detektierten
organischen Bromverbindungen beider Proben, TSee-Konz und TSee-SAX-2
miteinander verglichen werden, um die Detektion gleicher Verbindungen in
beiden Proben ausfindig zu machen. Dazu werden Messgré3en genutzt, die fur
die Struktur der Verbindungen charakteristisch sind. Da es sich um eine
identische Detektion mit gleichem lonisierungsverfahren handelt, kénnen
folgende strukturcharakteristische n Grol3en herangezogen werden:

1. Basispeak — molekulare Masse des stabilsten Fragmentions,

2. Molpeak — molekulare Masse des Molekulions inklusive potentieller
Molpeaks, da von gleichen lonisierungsbedingungen ausgegangen
werden kann und

3. Halogenierungsgrad — Anzahl an gebundenen Brom- und Chloratomen
(n(Halogen)).

Die Retentionszeit kann nicht als Charakteristikum fir die Struktur der
organischen Bromverbindungen verwendet werden, da es sich um
unterschiedliche LC-Methoden handelt. Ein direkter Vergleich der
strukturcharakteristischen GrofRen fir beide Proben ist in Tabelle 4.11
aufgelistet.

Der Vergleich der organischen Bromverbindungen in den Proben mit
unterschiedlichen  Probenaufbereitungsverfahren  zeigt keine  Uberein
stimmenden Basispeaks oder Molpeaks. Demnach kann auch ohne néhere
Betrachtung des Halogenierungsgrades geschlussfolgert werden, dass in
beiden Proben unterschiedliche organische Bromverbindungen detektiert
wurden. Fur die Detektion identischer Verbindungen in beiden Proben missen
alle drei strukturcharakteristischen Gréf3en Ubereinstimmen. Demzufolge kann
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davon ausgegangen werden, dass 27 verschiedene organische Bromver-
bindungen in der Seewasser-Batchtestprobe detektiert worden sind.

Tabelle 4.11: Strukturvergleich anhand strukturcharakteristischer GroRen der detektierten
organischen Bromverbindungen fur zwei verschiedene Probenaufarbeitungsmethoden der
identischen Tegeler See- Wasser-Batchtestprobe (AOBr = 103 pg/L): TSee-Konz =
Konzentration nach Entsalzung und TSee-SAX-2 = Festphasenextraktion am
Anionenaustauscher BondElut® SAX; n(Halogen): Halogenierungsgrad an Brom und Chlor

TSee-Konz TSee-SAX-2
Nr. Basispeaks Molpeaks  n(Halogen) |Nr. Basispeaks Molpeaks n(Halogen)
m/z m/z m/z m/z
1 361 581** 1Br+2Cl 1 345 429** 2Br+1Cl
2 361 743 1Br 2 235 271 1Br
3 162 578** 1Br+1Cl 3 339 375** 2Br
4 375 460 1Br 4 341 341** 1Br+2Cl
5 186 383 2Br 5 399 399** 2Br+2Cl
6 385 407 1Br+1Cl 6 287 389** 1Br+1Cl
7 273 391 1Br+1Cl 7 301 407** 2Br
8 257 371 2Br+1Cl 8 345 411** 2Br+1Cl
9 291 385 1Br+1Cl 9 287 359** 2Br+1Cl
10 399 421 1Br+1Cl 10 367 425%* 1Br+2Cl
11 303 413 1Br+1Cl 11 397 599** 1Br+2Cl
12 429 515 1Br
13 293 409** 1Br+1Cl
14 541 541 1Br+1Cl
15 249 539 1Br
16 263 541 1Br+1Cl

** potentieller Molekilionenpeak, da Diskrepanz im Halogenierungsgrad

Interessant ist der Vergleich der Probe TSee-SAX-2 mit einer Probe, die auch
aus dem gleichen Seewasser-Batchtest stammt, aber vier Monate friher
entnommen wurde. Diese Probe soll vereinfacht TSee-SAX-1 heil3en, da sie
parallel zu der TSee-SAX-2-Probe mittels Anionenaustauscher SAX aufgear-
beitet wurde und auch unter den gleichen Bedingungen analysiert wurde. In der
Probe TSee-SAX-1 wurde mit 72,4 pg/L ein geringerer AOBr gemessen als in
TSee-SAX-2 (102,7 pg/L), was auf die Kultivierungszeit zurtckzufiihren ist
(TSee-SAX-1 = 248 d und TSee-SAX-2 = 367 d). Allerdings findet man in der
TSee-SAX-1-Probe viel mehr organische Bromverbindungen mittels LC/NI-ESFH
IISF/IMS und anschlieBender scan-Messung, als in der alteren TSee-SAX-2-
Probe, obwohl hier der AOBr viel hoher ist. Es konnten 31 unterschiedliche
Bromverbindungen in TSee-SAX-1 detektiert werden, wobei sieben zweifach
und vier sogar dreifach bromiert sind, neun Verbindungen sind zusétzlich
einfach chloriert und zehn sind zweifach chloriert (Isotopenmuster der
Verbindungen sind dem Anhang lll.v zu entnehmen).
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Bild 4.28: Vergleich der LC/NI-ESI-IISF/MS Chromatogramme zweier Proben unterschiedlicher
Kultivierungszeit: TSee-SAX-1 = 248 d (72,4 ug/L AOBr) und TSee-SAX-2 = 367 d (102,7 ug/L
AOBY); bromorganische Verbindungen sind durch Pfeile markiert; die Proben wurden mittels
Extraktion an BondElut® SAX aufgearbeitet

Ein direkter Vergleich der LC/NI-ESHISF/MS-Chromatogramme beider Proben,
ist in Bild 4.28 dargestellt. Im Verlauf der Seewasser-Batchtest-Kultivierung
scheint nicht nur die Anzahl an detektierbaren organischen Bromverbindungen
abzunehmen, sondern auch der Response dieser detektierbaren Verbindungen.
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Die integrierte Flache aller organischen Bromverbindungen ist fir TSee-SAX-1
mit 580.000 + 20.000 Flacheneinheiten weitaus grof3er als fur TSee-SAX-2
(166.000 + 2.000 Flacheneinheiten). Bertcksichtigt man die Anzahl an
detektierten Bromatomen so ergibt sich ebenfalls ein hoherer Response fir
TSee-SAX-1 mit 13.000 * 400 Flacheneinheiten/Brom, als fur TSee-SAX-2 mit
8.300 + 100 Flacheneinheiten/Brom. Da im Gegensatz dazu der AOBr mit der
Zeit ansteigt, werden bei der selektiven Bromdetektion mittels LC/NI-ESF
[ISF/MS nicht alle organischen Bromverbindungen gleich gut detektiert. Wie
bereits in Kapitel 4.2.1.2 (Seite 49) dargelegt, ist das Signal strukturabhéangig.
Die Verringerung der Peakflachen kann aber auch auf mogliche
Strukturveranderungen der Verbindungen zuriickzufiihren sein.

Um die Struktur der organischen Bromverbindungen nach SAX-Extraktion zu
vergleichen, wurden in Tabelle 4.12 die strukturcharakteristischen Grof3en der
einzelnen Verbindungen aufgefihrt, sowie die Retentionszeit, da beide Proben
unter gleichen Bedingungen analysiert wurden.

Obwohl es Verbindungen mit &hnlichen Retentionszeiten gibt, handelt es sich
nie um identische Strukturen, da keine Ubereinstimmung in den
strukturcharakteristischen Grof3en vorliegt. Es ist vorstellbar, dass es im
weiteren Kaultivierungsverlauf durch veranderte Bedingungen im Batchtest
(Nahrstoffmangel, Dominanz anderer Organismen) zum Abbau oder zum
Umbau der organischen Bromverbindungen kommt. Eine mdglche
Umbaureaktion ist dabei die Abgabe von Halogenatomen oder der
Interhalogenaustausch. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit der Anlagerung
organischer Bromverbindungen an Huminsduren, wodurch sie fur die Analyse
nicht mehr zuganglich waren. Das Phanomen der Anlagerung von
halogenorganischen Verbindungen an Huminstoffe wurde durch Heumann et al.
(2000) beschrieben, wobei beobachtet wurde, dass die Zusammensetzung der
organischen Fraktion (Molekulargrof3e), die lod aber auch in geringerem Mal3e
Brom bindet, tGber einen Zeitraum von 4-8 Wochen nicht konstant ist. Auch bei
iodorganischen Rontgenkontrastmitteln, die anscheinend in der Kolloidphase
und/oder Huminstofffraktion gebunden waren, wurde durch Veradnderung
physikalischer, chemischer oder mikrobieller Parameter eine erhdhte
Freisetzung vermutet (Schittko et al., 2004).

Eine einfache Halogenbilanz ist bei diesen Messungen schwierig, da die
Molekulargewichte Uberwiegend unbekannt sind. Die reine Massendifferenz bei
Halogenverlust oder Halogenaustausch fuhrt fur alle detektierten Verbindungen
zu keinem sinnvollen Ergebnis. Es muss auch damit gerechnet werden, dass im
weiteren Verlauf der Kultivierung andere Strukturverdnderungen stattfinden
konnen. Die Massenspektren der LC/NI-ESI/MS-Detektion sind weniger
reproduzierbar und unterliegen keinen festen Fragmentierungsparametern, wie
bei der GC/EI/MS, sodass eine Identifikation mittels Spektrenbibliotheken nicht
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moglich ist. Auch das Untergrundrauschen wahrend der scan-Messungen ist so
hoch, dass genaue Fragmentierungsmuster undeutlich sind (je nach Unter-
grundabzug unterschiedliche Fragmente).

Tabelle 4.12: Strukturvergleich anhand strukturcharakteristischer GroRen der detektierten
organischen Bromverbindungen fiir eine Seewasser-Batchtestprobe mit zwei verschiedenen
Kultivierungszeiten: TSee-SAX-1 = 248 d (72,4 pg/L AOBr) und TSee-SAX-2 = 367 d
(127,4 pg/L AOBr); die Proben wurden mittels Anionenaustauscher BondElut® SAX
aufgearbeitet und durch LC/NI-ESI-IISF/MS und LC/NI-ESI/MS im scan-Modus vermessen

TSee-SAX-1 TSee-SAX-2
Nr. R(t) Basispeaks Molpeaks  n(Halogen) R(t) Basispeaks = Molpeaks n(Halogen)
[min] m/z m/z [min] m/z m/z
1 6,3 389 429 1Br+1Cl 6,51 345 429** 2Br+1Cl
2 8,74 235 378 2Br 9,23 235 271 1Br
3 12,92 339 473+ 3Br+1Cl
4 13,7 383 407 1Br+1Cl 14,12 339 375 2Br
5 15,93 341 405** 1Br+2Cl 16,25 341 341** 1Br+2Cl
6 19,33 399 443** 1Br+2Cl 20,02 399 399** 2Br+2Cl
7 23,42 355 397** 2Br+1Cl
8 24,97 303 397 2Br 24,12 287 389** 1Br+1Cl
9 28,84 355 399** 3Br+2Cl 28,44 301 407** 2Br
10 32,92 301 457 1Br+1Cl
11 37,77 349 349 3Br
12 41,47 369 359** 1Br+2Cl
13 43,84 345 439** 1Br+2Cl 47,13 345 411** 2Br+1Cl
14 47,41 397 409** 1Br+2Cl 48,35 287 359** 2Br+1Cl
15 51,57 319 435** 1Br+2Cl 51,79 367 425** 1Br+2Cl
16 52,51 359 531** 1Br+1Cl 53,32 397 599** 1Br+2Cl
17 56,12 299 401 1Br+1Cl 57,18 429 515 1Br
18 62,65 411 425** 1Br+2Cl
19 67,36 299 355 1Br
20 76,97 379 421 1Br+2Cl
21 93,99 295 337 2Br+2Cl 95,17 293 409** 1Br+1Cl
22 103,87 257 461** 1Br
23 110,22 249 543 3Br+1Cl 110,4 541 541 1Br+1Cl
24 112,81 543 543 1Br+2Cl 112,96 249 539 1Br
25 114,98 263 263** 2Br 115,58 263 541 1Br+1Cl
26 116,45 541 541 2Br
27 119,3 359 569 2Br
28 120,46 350 350 1Br+1Cl
29 153,63 255 333 1Br
30 158,42 407 591 1Br
31 161,93 375 469 1Br+1Cl

** potentieller Molekilionenpeak, da Diskrepanz im Halogenierungsgrad

Strukturveranderungen fuhren nicht nur zu anderen organischen Bromverbin-
dungen, sondern auch zu veranderten Eigenschaften dieser Verbindungen.
Mdgliche Eigenschaften und ihre Veranderungen fur die Detektion sind
folgende:

= Polaritat/Loslichkeit Extraktionsverhalten und Retentionszeit,
» |onisierungsverhalten Response fur ESI-MS scan-Messung,

» Molekulargrofie Extraktionsverhalten, Molpeak und
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= Halogenierungsgrad  Retentionszeit, Isotopenmuster und Molpeak.

Demnach kann eine veranderte Molekulstruktur auch zu verandertem Verhalten
wahrend der Probenaufarbeitung, Chromatographie und lonisierung fir die
Detektion fuhren.

In allen vermessenen Sewasser-Batchtestproben féllt auf, dass ein
Uberwiegender Teil der bromorganischen Verbindungen zusatzlich chloriert ist
(68-73 %). Naturliche Chlorierungsreaktionen werden in der Literatur auch
durch die enzymatische Reaktion durch Haloperoxidasen beschrieben. Eine
Chlorierung wurde in der Literatur mittels Chlorperoxidasen beschrieben, ist
aber auch durch Bromperoxidasen nicht ausgeschlossen (Neilson, 2003). Fur
die Chlorierung ist Chlorid als zusatzlicher Reaktionspartner neben NOM und
Wasserstoffperoxid notig, welches im Tegeler See- Wasser natirlich mit einer
Konzentration von = 100 mg/L detektierbar ist (SenStadt, 2001). Bei den Algen-
Batchtests hangt die Chloridkonzentration vom Nahrmedium ab (Anhang ILii.ii,
Tabelle ILii). h Cyanobakterien-Batchtests dirfte keine Chlorierung stattfinden,
da das Nahrmedium kein Chlorid enthalt, dagegen enthalt das Nahrmedium fur
die Grunalgen-Batchtests 10 mg/L Chlorid, sodass hier prinzipiell eine
zusatzliche Chlorierung méglich ist.
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4.4 Verhalten im Untergrund

Am Tegeler See, Wannsee und auch am Muggelsee wird Rohwasser fur die
Trinkwassererzeugung aus Oberflachenwasser nach Uferfiltration (UF)
gewonnen. Diese Art der Trinkwassergewinnung macht in Berlin mit 56 % des
gesamten Trinkwassers den grof3ten Teil aus (BWB, 2003). In allen drei Seen
wird in heiBen Sommermonaten eine Algenblite beobachtet (Tegeler See bis
vor 2001) (Lindenschmidt and Chorus, 1997; Teubner et al., 1999), die zu
erhéhten Konzentrationen an organischen Bromverbindungen fuhrt (Kapitel 4.1,
Seite 27). Da nicht bekannt ist, um welche organischen Bromverbindungen es
sich handelt und inwieweit sie toxisch sind, muss das Verhalten dieser
Verbindungen wahrend der Uferfiltration untersucht werden. Es ist bekannt,
dass auch in den Trinkwasserbrunnen der Berliner Wasserbetriebe organische
Bromverbindungen als AOBr detektiert werden und es somit zu keiner
100 %igen Eliminierung durch die Uferfiltration kommt (Wischnack, 2000).

Das Verhalten organischer Bromverbindungen wurde im Labor an Bodensaulen
untersucht. Die Ergebnisse kdnnen mit einer Feldstudie an der Uferfiltration am
Tegeler See und Wannsee (Grunheid, 2006) verglichen werden.

441 Labor-Bodensaulen

Fur die Versuche wurden vier verschiedene Bodenséaulen mit unterschiedlichen
Redoxverhaltnissen verwendet (Bild 4.29). Die Verhéaltnisse in den vier
verwe ndeten Bodensaulen lassen sich wie folgt zusammenfassen:

S1 - Infiltration von sauerstoffhaltigem Oberflachenwasser durch technisch
gebrannten Sand,

S7 — Infiltration von sauerstoffhaltigem Oberflachenwasser durch natirliches
Bodenmaterial, welches aus dem Uferbereich des Tegeler Sees stammit,

S3 - Infiltration von sauerstoffhaltigem Oberflachenwasser durch technisch
gebrannten Sand, Zudosierung von Starke, wodurch vorhandener Sauerstoff
und vorhandenes Nitrat sofort nach Beginn der Infiltration durch biologische
Prozesse aufgebraucht werden und anoxische/anaerobe Verhaltnisse
entstehen und

S6 - Infiltration von sauerstofffreiem Oberflachenwasser durch technisch
gebrannten Sand, Zudosierung von Starke, wodurch vorhandenes Nitrat sofort
nach Beginn der Infiltration aufgebraucht wird und anoxische/anaerobe
Verhaltnisse entstehen.
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Bild 4.29: Aufbau der Bodensaulen und eingestellte Redoxverhéltnisse fir die Laborversuche

Da die Saulen permanent von Oberflachenwasser aus dem Tegeler See
durchstromt werden, ist die AOBr-Anfangskonzentration im Vorrat (Vorrats-
AOBr) und nach Durchlauf der Saulen (Durchlauf-AOBTr) fir die Versuche von
Bedeutung. Die entsprechenden Anfangskonzentrationen sind in Tabelle 4.13

angegeben.

Tabelle 4.13: AOBr-Anfangskonzentrationen vor Beginn der eigentlichen Versuche: Vorrats-
AOBr = AOBr-Konzentration im Vorratsbehalter und Durchlauf-AOBr = AOBr-Konzentration am

Ausgang der Bodensaulen

Bezeichnung Probe AOBr AOBr+S03 |Bezeichnung Saule AOBr AOBr+so3
[ug/t] [ug/t] [ug/t] [ug/t]
Vorrats-AOBr November 05 6,6 3,4 Durchlauf-AOBr S1 3,8 3,4
S7 14 2
Februar 06 4,3 n.b. S3 3,9 35
S6 3,3 2,9
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Durch Tracerversuche mit einer KClLésung wurde die Totzeit der vier
Bodenséaulen fir nicht retardierende Verbindungen mit 90 £ 10 h bestimmt

(siehe Anhang lll.vii, Tabelle III.5).

Der eigentliche Versuch begann mit Aufgabe einer Cyanobakterien-Batchtest-
probe (AOBr = 39 pg/L und AOBr+SO3 = 31 ug/L). Zur Auswertung der
Eliminierung des AOBr aus dem Cyanobakterien-Batchtest muss fir die
bestimmte Konzentration am Saulenausgang der dazugehdorige Durchlauf-AOBr
berticksichtigt werden (Tabelle 4.13).

Fir alle vier Saulen ist ein schneller Durchbruch der organischen Bromverbin-
dungen mit einem maximalen AOBr nach 120 + 15 h zu beobachten, was der
1,5 - 1,3fachen Totzeit entspricht. Der algenproduzierte AOBr @Algen-AOBY)
passiert die Saule demnach nicht ungehindert. Die Konzentration an Algen-
AOBr wird in den Uberwiegend anoxisch/anaeroben Saulen generell starker
reduziert (S3 und S6), als in den Saulen mit iberwiegenden oxisch/anoxischen
Verhaltnissen (S1 und S7; Bild 4.30 fir S1 und S3; Anhang Ill.\vi, Bild 1.3 far
S6 und S7). Die Cyanobakterien-Batchtestprobe (200 ml) wurde fur 3 h statt
des Tegeler See- Wassers auf die Bodensaulen gegeben. Danach wurden die
Saulen wieder mit Tegeler See-Vorratswasser beschickt. Es kommt demnach
zu einer kontinuierlichen Verdiinnung der aufgegebenen Batchtestproben.
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Bild 4.30: AOBr-Konzentrationen im Ablauf der Saulen S1 (sauerstoffgesattigtes Vorratswasser)
und S3 (sauerstoffgesattigtes Vorratswasser und zusatzliche Starkedotierung (3 mg/L)) nach
Beschickung mit einer AOBr-haltigen Probe aus einem Cyanobakterien-Batchtest (39 pg/L
AOBI)



4.4 Verhalten im Untergrund 85

Im Fall der S3-Saule betragt die maximale AOBr-Konzentration, nach 120 d im
Saulenauslauf lediglich 7 pg/L. Unter Abzug der Druchlaufkonzentration an
AOBFr verbleiben 3 pg/L, welche algenproduziert sein missen, da sie aus dem
Cyanobakterien-Batchtest stammen. Nach 150 d liegt der AOBr im Bereich der
Hintergrundwerte, sodass kein algenproduzierter AOBr mehr nachweisbar ist.
Das Ergebnis zeigt, dass unter Uberwiegend anoxisch/anaeroben Bedingungen
Algen-AOBr zu 100 % eliminiert bzw. transformiert wird. AOBr-Gehalte unter
dem Durchlauf-AOBr zeigen hierbei eine Eliminierung der AOBr-Komponenten
Im Vorratswasser an.

Unter Uberwiegend oxisch/anoxischen Bedingungen wird der Algen-AOBr nicht
eliminiert. Im Fall der rein oxischen Saule (S1; Bild 4.30) ist nach 150 d eine
maximale Algen-AOBr-Konzentration von 8,5 ug/L zu messen (nach Abzug des
Durchlauf-AOBr). Im weiteren Verlauf schwankt die Konzentration, nimmt aber
stetig ab und betragt nach 260 d immer noch 2 pg/L. Diese Ergebnisse zeigen,
dass unter Uberwiegend oxisch/anoxischen Bedingungen der Algen-AOBr nicht
zu 100 % eliminiert wird und es zu einer Wechselwirkung mit dem
Saulenmaterial kommt.

Zusatzlich zur konventionellen AOBr-Messung wurden die Proben nach
Reduktion mit Natriumsulfit gemessen, um den reduzierbaren AOBr-Anteil zu
bestimmen (siehe auch Kapitel 4.3.1.3, Seite 65). Der reduzierbare Anteil
betragt nach passieren der S3-Saule im Maximum 25 £ 5 %, wobei im weiteren
Verlauf nach 156 d nur ein geringer Unterschied in der Reduzierbarkeit (9 %) zu
erkennen ist.

Es wurde eine Differenzierung der durch Grinheid et al. (2006) gepragten
algenproduzierten Bromverbindungen aus dem See (AlgenrAOBr) und
anthropogenen Bromverbindungen aus den Zuldufen ulauf-AOBr) mit Hilfe
der Reduzierbarkeit angestrebt. Voraussetzung fir diese Differenzierung ist
eine unterschiedliche Reduzierbarkeit fir AlgenrAOBr und anthropogenen
Zulauf-AOBr. AOBr-Messungen in Berliner Gewassern haben eine einheitliche
mittlere Reduzierbarkeit in allen Gewassern von 53 + 4 % (Tabelle 4.8, Seite
67, ohne Nordgraben/Tegeler Fliey) ergeben. Dagegen betragt die
Sulfitreduzierbarkeit in den Zuldufen des Tegeler Sees (Nordgraben und
Tegeler Fliel3) nur 13 £ 2 % (siehe Kapitel 4.3.1.3, Seite 68). Im Falle der Saule
S3 liegt beim Durchbruch die Reduzierbarkeit der AOBr-Verbindungen
zwischen dem Algen-AOBr und Zulauf-AOBr, sodass auf einen
algenproduzierten Anteil geschlossen werden kann, was auch durch die
hoéheren Konzentrationen als dem Durchlauf-AOBr deutlich wird. Legt man eine
13 %ige Reduzierbarkeit fir den Zulauf-AOBr zugrunde, so stammt der AOBr
im Durchbruchsmaximum zu 52 % aus Algen-AOBr, wobei nicht unterschieden
werden kann, ob dieser AlgenrAOBr allein aus dem Cyanobakterien-Batchtest
oder zusatzlich aus dem Vorratswasser stammt. Nach 156 d ist die
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Reduzierbarkeit sogar geringer als der Zulauf-AOBr, was auf eine zusatzliche
Eliminierung von Zulauf-AOBr aus dem Vorratswasser zurlickzufihren ist.
Demnach wurde der AlgenrAOBr zu 100 % eliminiert und der Zulauf-AOBr aus
dem Vorratswasser zu 30 %. Fur die Messungen mit geringer Reduzierbarkeit
sind allerdings hohe Schwankungen und ein daraus resultierender Fehler von
18 % zu beriicksichtigen. Da der Fehler groRRer ist als der Analysenwert (9 %)
wird auf die prozentuale Angabe der Zulauf-AOBr-Reduktion verzichtet. Anhand
der prozentualen Anteile an Algen und Zulauf-AOBr ist zwar eine Differen
zierung der Herkunft der organischen Bromverbindungen prinzipiell mdglich,
sollte jedoch durch weitere Versuche verifiziert werden.

Um die Art der AOBr-Eliminierung zu untersuchen wurden weitere Parameter
aufgenommen (DOC, DOC-GroRenverteilung (LC-OCD) und SAK3s4), die aber
durch die geringe AOBr-Konzentration der Probe (39 pg/L) keine aussage-
kraftigen Ergebnisse lieferten (siehe Anhang lll.vii, Tabelle 111.6, Bild 111.3).

Um eine mdogliche Mineralisierung der organischen Bromverbindungen zu
untersuchen, wurde die Konzentration an anorganischem Bromid erfasst. Die
Bestimmung der Anderung an anorganischem Bromid wurde allerdings durch
hohe Ausgangskonzentrationen (117 £ 6 pg/L) und durch eine Bestimmungs-
methode mit hohen Schwankungsbreiten (Standardabweichung der Doppel-
bestimmungen 12 = 6 %) erschwert. Bei einer hypothetischen Mineralisierung
des gesamten AOBr (39 ug/L) wirde der anorganische Bromidgehalt lediglich
um 33 % ansteigen, was bei einer maximalen Schwankungsbreite von 18 % nur
schwach zu erkennen ist. Da zuséatzlich Verdinnungs- und Adsorptionseffekte
bertcksichtigt werden mussen, die eine AOBr-Reduktion mit beeinflussen, kann
der Anteil der Mineralisierung durch die Quantifizierung von Bromid nicht
bestimmt werden (Bromidmesswerte siehe Anhang Ill.vi, Tabelle 111.6). Eine
Mineralisierung kann demnach nicht vollstandig ausgeschlossen werden und
bedarf weiterer Untersuchungen mit genaueren Analysenmethoden.

Es hat sich bestétigt, dass algenproduzierter AOBr in anoxisch/anaeroben
Laborbodensaulen zu 100 % reduziert wird. Die Eliminierung von
algenproduziertem AOBr stimmt somit mit den Ergebnissen im Feld, bei denen
eine 100 %ige Eliminierung veranschlagt wird (Grinheid, 2006), gut Uberein.
Die Reduktion findet wahrscheinlich durch Mineralisierung und Adsorption am
Saulenmaterial statt.
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5 ABSCHLUSSDISKUSSION

Uber mehrere Jahre (1998-2005) wurde die Konzentration an organischen
Bromverbindungen, gemessen als adsorbierbare organische Bromverbin
dungen (AOBY) in Berliner Oberflachengewassern bestimmt (Grinheid, 2006;
Putschew et al., 2003; Wischnack, 2000). Dabei fallt im Jahresprofil ein immer
wiederkehrendes Maximum an bromorganischen Verbindungen im Spatsommer
(August bis September) auf. Der AOBr kann in diesen Monaten eine
Konzentration von bis zu 32 + 6 pg/L erreichen, wobei er im restlichen
Jahresverlauf bei 9 + 3 pg/L liegt. Da auch zur Zeit des Spatsommermaximums
an AOBr die Konzentrationen in den Zuldufen konstant bleiben, mussen die
organischen Bromverbindungen im See gebildet werden.

Aus dem marinen Bereich ist bekannt, dass organische Bromverbindungen
naturlich gebildet werden. Daran sind sowohl Bakterien, Algen, hohere Pflanzen
als auch Saugetiere beteiligt. Einige der im marinen Bereich isolierten
organischen Bromverbindungen sind toxisch (z.B. Telfairin mit einer
vergleichbaren Toxizitat wie Lindan; Gribble, 1998) und kénnen durch Verzehr
in anderen Organismen (Vogel, Fische aber auch dem Menschen) akkumuliert
werden (Gribble et al.,, 1999; Tittlemier et al., 1999; Vetter et al., 2000). Im
SuRwasser ist die Bildung organischer Bromverbindungen bisher unbekannt.
Allerdings erfordert die Nahe des Menschen zum Siufwasser (Quelle des
Trinkwassers, Freizeitgestaltung, SufRRwasserfische als Nahrungsquelle) eine
Aufklarung des Ursprunges der natirlichen organischen Bromverbindungen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zundchst die Bildungsursache und der
Mechanismus naher untersucht. Die gebildeten organischen Bromverbindungen
wurden charakterisiert und das Verhalten wahrend der Uferfiltration betrachtet.

Feldstudie

Die Aufnahme von Tiefenprofilen hat gezeigt, dass im Spatsommer erhéhte
AOBr-Konzentrationen im Bereich der Wasseroberflache (1-5 m) vorliegen. Im
Bereich der Wasseroberflache ist auch die hochste Algendichte bestimmt
worden und Wasserstoffperoxid nachweisbar (11 = 1 pg/L). Die Konzentration
von Bromid (100 pg/L) ist Uber die gesamte Wassertiefe nahezu konstant. Die
Tiefenprofile der AOBr und der Chlorophyll-a-Konzentration, als Parameter fr
die Algendichte, zeigen eine gestaffelte Korrelation. Erhohte AOBr-
Konzentrationen sind erst dann messbar, wenn die Chlorophyll-a-Konzentration
abnimmt. Diese gestaffelte Ausbildung der Konzentrationsmaxima deutet an,
dass phototrophe Organismen fiur die erhéhten AOBr-Gehalte verantwortlich
sind und dass es erst nach dem Absterben der Organismen zu einer
bedeutenden AOBr-Bildung kommit.
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Spatsommerlich erhdhte AOBr-Konzentrationen konnten in verschiedenen
Oberflachengewéssern, die alle durch eine Algenblite charakterisiert sind,
nachgewiesen werden. Nicht nur in anthropogen beeinflussten Seen wie
Wannsee oder Tegeler See sondern auch in dem weitaus unbeeinflussten
Muggelsee konnten erhdohte AOBr-Gehalte im Spatsommer bestimmt werden.
Erhohte Konzentrationen bromorganischer Verbindungen kdnnen demnach in
allen Oberflachengewassern, in denen es zu einer Algenblite kommt, erwartet
werden.

Bildungsmechanismus

Die Bildung organischer Bromverbindungen kann im Labor simuliert werden.
Eine Simulation ist mit Oberflachenwasser sowie mit Algenkulturen maéglich.
Hell/dunkel-Versuche zeigten eine hdéhere AOBr-Bildung im Hellen, wobei es
auch bei den dunkel-Versuchen zu einer anfanglichen AOBr-Produktion kommt.
Diese kann im Zusammenhang mit der fortlaufenden Aktivitat phototropher
Organismen (Dunkelreaktion der Photosynthese) stehen und/oder durch die
Dunkelheit als Stressfaktor erklart werden. Laturnus et al. (2000) zeigte, dass
Stressfaktoren wie Temperatur, Licht und Salinitat die Bildung bromorganischer
Verbindungen férdern. Die Versuche haben eindeutig gezeigt, dass Licht eine
Grundvoraussetzung fur die AOBr-Simulation ist. Dass phototrophe
Organismen an der AOBr-Bildung beteiligt sind, konnte eindeutig durch
Laborversuche mit Zugabe von Diuron® als Photosynthesehemmer gezeigt
werden. Bei diesen Versuchen wurde keine AOBr-Bildung festgestellt. Der
Einfluss anderer Organismen wurde durch die Zugabe von Natriumazid
(Putschew et al., 2003), zur Hemmung aller Organismen ausgeschlossen. Auch
hier wurde keine AOBr-Bildung beobachtet. Zahlreiche Versuche ohne Zugabe
von phototrophen Organismen mit und ohne Beleuchtung haben belegt, dass
die AOBr-Bildung nicht durch eine abiotische Reaktion erfolgt.

Die tatsachliche Produktion des AOBr ist sowohl im Labor als auch im
Oberflachengewasser in erster Linie nach Absterben der Biomasse zu
beobachten. Es konnte gezeigt werden, dass phototrophe Organismen Bromid
in ihre Zellen einlagern und auch wieder abgeben kdnnen. Die Auf- und Abgabe
erfolgt ,wahllos”, wobei alles Bromid nach dem Absterben der Organismen
abgegeben wird. Die Abgabe nach dem Absterben fuhrt dann zu einer
erheblichen AOBr-Zunahme. Es konnte auch eine intrazellulare Produktion
organischer Bromverbindungen (OBr) nachgewiesen werden. Die OBr-Bildung
in der Zelle korreliert mit dem Organismenwachstum. Der Anteil an intrazellul&r
gebildetem OBr in der wassrigen Phase ist auch vom Wachstum der
Organismen abhangig. Es ist nicht unterscheidbar, ob dieser Anteil von
lebenden Organismen abgegeben wird oder von bereits abgestorbenen
Organismen stammt. Fur die intrazellulare OBr-Bildung ist die
Wachstumsgeschwindigkeit der Organismen von Bedeutung. Findet ein
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schnelles Wachstum mit baldigem Organismensterben statt, so Uberwiegt die
extrazellulare AOBr-Produktion. Dagegen fihrt ein langsames Wachstum zu
einer Uberwiegend intrazellularen AOBr-Blidung.

Eine Steigerung der AOBr-Bildungsrate konnte im Batchtest mit phototrophen
Organismen einerseits durch Nahrstoffmangel (1:10 verdinntes Nahrmedium)
erzeugt werden, was einen fur die AOBr-Bildung positiven Stressfaktor darstellt.
Andererseits findet im Batchtest eine erhéhte AOBr-Produktion in Anwesenheit
von Wasserstoffperoxid statt. Eine Wasserstoffperoxid-Dotierung kann zu einer
Verzehnfachung des AOBr bei Cyanobakterienkulturen im Gegensatz zur
Kultivierung ohne Wasserstoffperoxid filhren. Dabei werden AOBr-
Konzentrationen erreicht, die auch mit Mischkulturen aus Oberflachen
gewassern im Batchtest produziert werden kénnen und dem AOBr-Maximum im
Spatsommer in Oberflachengewadssern entsprechen. Es ist wahrscheinlich,
dass die Bildung enzymatisch mittels Haloperoxidasen erfolgt Haloperoxidasen
sind Enzyme, die in Anwesenheit von Halogeniden, Wasserstoffperoxid und
naturlichem organischem Material (NOM) die Synthese von organischen
Halogenverbindungen katalysieren. Versuche mit Bromperoxidase und NOM
aus unterschiedlichen Quellen haben gezeigt, dass in Anwesenheit von Bromid
und Wasserstoffperoxid AOBr gebildet wird. Die AOBr-Bildung hangt nicht nur
von der Konzentration an NOM ab, sondern auch von dessen Zusammen
setzung. So wird mit NOM aus dem Suwannee River mehr als das flinffache an
AOBr produziert, als mit NOM aus dem Tegeler See.

Ein hypothetischer Bildungsmechanismus ist in Bild 5.1 dargestellt. Danach
nehmen Algen wahrend ihres Wachstums anorganisches Bromid auf und
produzieren intrazellular in kleinen Konzentrationen organische Bromverbin
dungen, die sie wahrend wachstumsgehemmter Phasen in die wassrige
Umgebung abgeben, sei es durch lebende oder abgestorbene Organismen. Der
groRte Anteil des aufgenommenen anorganischen Bromids wird wieder
abgegeben. Die Abgabe des intrazellularen Bromids korreliert mit einem
ausbleibenden Algenwachstum oder beginnendem Algensterben. Mit dem
Absterben der Organismen werden mdoglicherweise zusatzlich Haloperoxidase-
enzyme frei, zum Beispiel durch Zelllysis. In der extrazellularen Umgebung
kénnte dann die enzymatische Bromierung natirlichen organischen Materials
mittels Haloperoxidasen stattfinden.
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Bild 5.1: Hypothetischer Bildungsmechanismus der organischen Bromverbindungen (AOBr)

Wasserstoffperoxid spielt dabei in erster Linie eine induzierende Rolle, da in
Batchtests auch mit H,O»-Konzentrationen im Spurenbereich hohe AOBTr-
Konzentrationen gebildet werden. Vermutlich bewirkt ein Kontakt der Algenzelle
mit Wasserstoffperoxid die Bildung oder Aktivierung der Haloperoxidase.

Eigenschaften der natrlichen organischen Bromverbindungen

Die naturlich gebildeten organischen Bromverbindungen sind nicht fliichtig. Sie
sind Uberwiegend polar, wobei die bei der Produktion beteiligten Organismen
einen grof3en Einfluss auf ihre Polaritat zu haben scheinen. So ist der AOBr aus
Seewasser-Batchtests uberwiegend polar und anionisch (82-85 %). Der polare
AOBr-Anteil in Batchtests mit Microcystis aeruginosa betragt allerdings nur 54
%. Davon ist nur ein geringer Anteil anionisch (20 %). Zusatzlich tritt bei den
cyanobakterienproduzierten organischen Bromverbindungen ein schwach
apolarer Anteil (14 %) auf. Es wird vermutet, dass die organischen Bromverbin
dungen aus Oberflachengewassern Polaritaten aufweisen, die mit denen aus
Seewasser-Batchtests vergleichbar sind, da diese mit Mischkulturen aus
Oberflachengewassern angesetzt wurden. Danach wirde der AOBr aus
Oberflachengewassern zum grof3ten Teil polar und anionisch sein.
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Als ein weiteres Charakterisierungskriterium fir organische Bromverbindungen
hat sich die Reduzierbarkeit mit Sulfit ergeben. Es hat sich gezeigt, dass der
reduzierbare Anteil des AOBr aus Berliner Oberflachengewassern im
Spatsommer (m Mittel 53 £ 4 %) und wahrend der spatsommerlichen AOBI-
Bildung im Wannsee (im Mittel 48 + 16 %) mit denen aus Seewasser,
Algenkulturen und Bromperoxidase-Batchtests (im Mittel 34 += 10 %)
vergleichbar ist. Grinheid et al. (2006) unterschied im Oberflachenwasser zwei
verschiedene Frachten: den Zulauf-AOBr, der aus den Zuldufen der
Oberflachengewéasser stammt, das ganze Jahr Uber messbar ist und
wahrscheinlich anthropogener Natur ist und den Algen-AOBr, der im See selber
naturlich durch Algen produziert wird und saisonal im Spatsommer nach starken
Algenbluten auftritt. Diese zwei Frachten konnen theoretisch anhand der
Sulfitreduzierbarkeit analytisch differenziert werden. So hat der Zulauf-AOBr im
Tegeler See aus Nordgraben und Tegeler Flie3 eine Reduzierbarkeit von
lediglich 13 + 2 % wahrend der Algen-AOBr in Berliner Oberflache ngewéassern
(Wannsee, Tegeler See, Havel, Spree, Miggelsee) im Mittel eine
Reduzierbarkeit von 53 £ 4 % hat, wobei dieser zu einem geringen Teil auch
aus Zulauf-AOBr besteht. Diese analytische Differenzierung wird fir die
Untersuchungen wahrend der Uferfiltration herangezogen.

Selektive Detektionsmethode flr polare organische Bromverbindungen

Um selektiv polare organische Bromverbindungen detektieren zu kodnnen,
wurde eine massenspektrometrische Methode (MS) entwickelt, die mit einer
flissigkeitschromatographischen Trennung (LC) gekoppelt ist und organische
Bromverbindungen via Bromid detektiert. Die lonisierung mittels Elektrospray
findet im ESI-negativ Modus (NIESI) statt, da Bromid negative Ladungen
stabilisiert. Dabei werden die Analyten bereits in der Quelle (in-source) durch
eine hohe Cone-Spannung, idealerweise bis zu ihren Elementen, fragmentiert.
Dieser Schritt wird als induzierte in-source Fragmentierung (IISF) bezeichnet.
Im MS werden fir die selektive Detektion von Bromverbindungen lediglich die
Massen der beiden Isotope m/z 79 und m/z 81 aufgenommen. Dadurch wird
eine hohe Empfindlichkeit mit Bestimmungsgrenzen von 5 pug/L und
Nachweisgrenzen von 1 pg/L erreicht. Da der auf ein Bromatom normalisierte
Response flur unterschiedliche organische Bromverbindungen nicht gleich ist,
ist das Signal strukturabhangig. Demzufolge ist eine Quantifizierung des
organisch gebundenen Broms mittels LC/NFESI-IISF/MS fir unbekannte
Verbindungen nicht mdglich. Es hat sich gezeigt, dass die Empfindlichkeit der
Bestimmung mit NI-ESHISF/MS das hochselektive und empfindliche NI-
ESI/MS-MS Verfahren im Multi-Reaction-Monitoring- (MRM) Modus Ubersteigt.

Zusatzliche Strukturinformationen Uber die mittels LC/NI-ESFISF/MS
detektierten Bromverbindungen kénnen durch die herkdmmliche NI-ESI/MS-
Analytik im scan-Modus erlangt werden. Dabei wird die zuvor selektiv auf
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Bromverbindungen untersuchte Probe ein zweites Mal ohne IISF, also mit einer
moderaten Cone-Spannung, gemessen und alle Massen Uber einen definierten
m/z-Bereich aufgenommen. Bei Verwendung der gleichen LC-Methode lassen
sich zu Retentionszeiten selektiv detektierter Bromverbindungen Massenspek-
tren mit Bromisotopenmustern extrahieren. Diese Spektren geben Aufschluss
Uber das Molekulargewicht (Molekilionen) und den Bromierungs- bzw.
zusatzlich Chlorierungsgrad (Isotope nmuster).

Bromorganische Einzelstoffe

Mittels GC-MS konnten drei organische Bromverbindungen identifiziert werden.
Die beiden Haloessigsauren (HAA): Dibromessigsaure (DBA) und Bromchlor-
essigsaure (BCA) sind bekannte Desinfektionsnebenprodukte (DBP) aus der
Trinkwasseraufbereitung. Sie entstehen bei der Chlorung oder Ozonung
(Huang et al., 2005) von Rohwasser, durch die Reaktion von Chlor bzw. Ozon
mit naturlichem organischem Material (NOM) und/oder Bromid. Haloessig-
sauren haben eine geringe Flichtigkeit, sind gut wasserléslich und ziemlich
stabil. Die Toxizitat (Karzogenitat, Mutagenitat) dieser beiden Verbindungen
wird kontrovers diskutiert. Epidemiologische Untersuchungen haben einen
Zusammenhang zwischen dem Konsum von chloriertem Trinkwasser und
Blasen-, Nieren- und Magen-Darm-Krebs des Menschen gezeigt (Koivusalo et
al., 1994; Morris et al.,, 1992). Im Allgemeinen werden Trinkwasser-DBP als
karzinogen diskutiert, was an Labornagetieren (Ratten, Mause) untersucht
wurde (Bull et al.,, 1990; Deangelo et al., 1996; Deangelo et al., 1991). Die
karzinogene Aktivitdt von BCA und DBA ist allerdings derzeit noch unklar. Es
wurde auf ein mdgliches Bioaktivierungspotenzial von Promutagenen und
Prokarzinogenen im Trinkwasser durch beide HAA’s verwiesen, da es in
Rattentests mit erhdohten HAA-Dosen (1 g/L ad libitum tber 5 Wochen) zu
Veranderungen der Darmflora kam (George et al., 2000). Sowohl DBA als auch
BCA haben einen Einfluss auf die Spermatogenese und Fertilitdt bei
erwachsenen Rattenmannchen gezeigt, wobei der no-observed-effect Level bei
weniger als 8 mg/kg Kérpergewicht und Tag lag (Klinefelter et al., 2002; Linder
et al.,, 1995; Linder et al.,, 1994). Eine Immuntoxizitdt von DBA wurde bei
Konzentrationen von 125-2000 mg/L im Trinkwasser angegeben, was um
mehrere Dimensionen Uber dem maximalen Kontaminationslimit (MCL), der
Summe aus funf verschiedenen HAA'’s, von 60 pg/L liegt. Des Weiteren wurde
gezeigte, dass DBA in sub-chronischen Konzentrationen von 5-50 mg/kg/d bei
Mausen keinen Einfluss auf die Spermatogenese und Entwicklung der Jungtiere
hat (Weber et al., 2006). Dibromessigsadure wurde in einer marinen Rotalge
Asparagopsis armata als eines der wichtigsten natirlichen Produkte neben
Bromoform gefunden. In der Alge wurden Gehalte von 0,02-2,6 % DBA in der
Trockenmasse detektiert. Die Rotalge scheint DBA als chemischen Abwehrstoff
zu produzieren, um seine antimikrobielle Aktivitdt zu nutzen. DBA hat sowohl
gegen marine als auch gegen biomedizinische Bakterien antimikrobielle
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Wirkungen (Paul et al., 2006). Weiterhin wurde die Verbindung 4-Brom-3-
nitrobiphe nyl durch GC-MS detektiert. Diese Verbindung wrd in der Literatur
nicht naher erwahnt. Alle drei Verbindungen wurden allerdings nur einmalig in
einer aufkonzentrierten Seewasser-Batchtestprobe nach Entsalzung und
anschlieBender Kieselgelfraktionierung detektiert und mittels Spektrenbibliothek
identifiziert. Selbst Wiederholungsmessungen in der gleichen Probe fuhrten zu
keinem erneuten positiven Ergebnis. Es wird vermutet, dass sich die Probe im
Laufe der Zeit derart verandert hat, dass eine weitere Detektion nicht mdglich
war. Insgesamt wurden per GC-MS zahlreiche weitere organische Bromverbin
dungen in der oben genannten Seewasser-Batchtestprobe gefunden, die aber
nicht ndher charakterisiert werden konnten. Anhand der Isotopenmuster mit
zZwel Masseneinheiten Unterschied und den entsprechenden
Intensitatsverhaltnissen wurden maximal zehn verschiedene Verbindungen in
einer Probe gefunden.

Bei der spezifischen Bromdetektion einer Seewasser-Batchtestprobe (Alter: 248
d, AOBr: 72,4 pg/L) nach SAX-Anreicherung mittels LC/NI-ESI-IISF/MS wurden
sogar 31 verschiedene Bromverbindungen detektiert. Dabei handelt es sich um
einfach bis dreifach bromierte Verbindungen, wobei 21 der 31 Verbindungen
zusatzlich einfach bis zweifach chlorierte sind. Dieser hohe Grad an Chlorierung
(68 %) der selektiv detektierten Bromverbindungen kann auch enzymatisch
durch Haloperoxidasereaktionen entstehen (Neilson, 2003). Gribble (2003)
verweist auf einige hundert nattrliche Organohalogenverbindungen, die sowohl
bromiert als auch chloriert sind. Nach einer Zeit von 376 d und einem hoheren
AOBr (102,7 pg/L) sind nach gleicher Probenaufarbeitung (parallele Extraktion,
Anreicherung), Analyse und Detektion wesentlich weniger Bromverbindungen
messbar. Die Struktur der bromorganischen Verbindungen hat sich also im
Laufe der Zeit verandert. Insgesamt werden sogar weniger bromorganische
Verbindungen in der alteren Probe gemessen (Summe der Flacheneinheiten
bromorganischer Signale), obwohl es zu einer Erh6hung des AOBr kommt. Das
konnte einerseits mit der strukturabhéngigen Detektion nach LC/NI-ESHISF/MS
zusammenhangen, andererseits konnte es auch zu einer Anlagerung
bromorganischer Verbindungen an Huminstoffen kommen, wodurch sie fir die
Analyse nicht mehr zugénglich waren. Eine Anlagerung von organischen Brom-
und lodverbindungen an Huminstoffe ist bekannt, wobei es mit der Zeit zu einer
Veranderung der Assoziation an verschieden groBen Huminstofffraktionen
kommen kann (Heumann et al., 2000). Auch Schittko et al. (2004) vermutete die
Anlagerung von iodorganischen Rontgenkontrastmitteln an der Kolloidphase
und/oder Huminstofffraktion des Bodens und deren Freisetzung durch
veranderte Bodenparameter.

Bromorganische Verbindungen wahrend der Uferfiltration
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Versuche an Laborbodensaulen zeigten eine schwache Wechselwirkung der
organischen Bromverbindungen mit dem Saulenmaterial, da sie im Gegensatz
zu einer richt retardierenden Substanz die Saulen etwas verzogert verlassen
(1,5-1,3fache Totzeit). Eine Eliminierung/Transformation der algenproduzierten
organischen Bromverbindungen findet unter anoxisch/anaeroben Bedingungen
statt, jedoch nicht bei oxisch/anoxischen Bedingungen. Die Vermutung von
Grunheid et al. (2006) einer 100 %igen Eliminierung von algenproduzierten
AOBr konnte unter anoxisch/anaeroben Bedingungen bestétigt werden. Eine
Differenzierung des AOBr anhand der Reduzierbarkeit durch Sulfit in Algen-
AOBr (Tegeler See) und Zulauf-AOBr (Nordgraben und Tegeler Flie3; Grinheid
et al. 2006), war mdglich und gibt Aufschluss auf den Algen-AOBr-Anteil. FUr
die anoxische Saule S3 macht der Algen-AOBr nach Durchbruch (96 h) der
organischen Bromverbindungen 52 % des AOBr aus und nach 156 d ist kein
Algen-AOBr mehr detektierbar.

Ansatze fur weitere Untersuchungen

An erster Stelle sollte die ldentifizierung der organischen Bromverbindungen
stehen, die das AOBr-Maximum im Spéatsommer erzeugen. Die selektive
Detektion der bromorganischen Verbindungen ist sehr hilfreich um die
Retentionszeiten der Verbindungen zu bestimmen. Allerdings ist fur die
Identifizierung der unbekannten Verbindungen eine andere Analysentechnik wie
z.B. die hochauflosende Massenspektrometrie (LC-Q-TOF-MS) oder die
Kernresonazspektroskopie (LC-NMR) notwendig. Nach erfolgter Identifizierung
der unbekannten Bromverbindungen sollten die Einzelstoffe in Form von
gekauften oder synthetisierten Standards oder nach Isolierung auf ihre toxikolo-
gische Wirkung hin untersucht werden.

Durch die anoxisch/anaerobe Uferfiltration wird eine gute Eliminierung
algenproduzierter organischer Bromverbindungen beobachtet (100 %),
wogegen die 100 %ige Eliminierung des ganzjahrigen AOBr nicht erfolgte.
Dieser AOBr sollte untersucht werden. Die Herkunft wird als anthropogen
betrachtet, da sich der Gehalt im Jahresverlauf nicht verdndert. Auch hier sollte
eine Strukturaufklarung der Einzelstoffe Hinweise auf Herkunft, Toxikologie und
Verhalten in der aquatischen Umwelt geben.

Es sollte auch geklart werden, was den reduzierbaren AOBr-Anteil ausmacht.
Prinzipiell kann dieser durch anorganisches Bromid bzw. durch Polybromide
gebildet werden, die durch die Zugabe einer oxidierenden Saure vor der
Anreicherung fur die AOBr-Bestimmung entstehen. Denkbar ist aber auch eine
Wechselwirkung von Bromid und evtl. Polybromiden mit dem NOM oder DOC
als Wasserinhaltsstoffe. Es ist durchaus vorstellbar, dass solche Assoziationen
durch die Zugabe von Sulfit aufgebrochen werden kénnen und zu niedrigeren
AOBr-Gehalten fuhren.



5 Abschlussdiskussion 95

Die Bildung organischer Bromverbindungen im Labor wurde bisher nur mit den
zwei Organismen Desmodesmus subspicatus (Grinalge) und Microcystis
aeruginosa (Cyanobakterium) durchgefuhrt. In einem Oberflachenwasser
konnen aber weitaus mehr Algen identifiziert werden, als die zwei untersuchten.
Die AOBr-Simulation mit weiteren Organismen, die auch wahrend der
Algenblite im Spatsommer in Oberflachengewéassern auftreten, kdnnte eine
Eingrenzung auf bestimmte Organismenklassen ermdglichen. Es ist auch
vorstellbar, dass Uber Symbiosen zum Beispiel mit Bakterien, wie sie im
marinen  Bereich  beobachtet werden (Gribble, 1998), organische
Bromverbindungen von Organismen produziert werden, die wahrend der
Algenblite kaum Dominanz zeigen. Auch die Eigenschaften organischer
Bromverbindungen und die Identifikation von Einzelstoffen kénnte n von Spezies
Zu Spezies variieren.

Eine anspruchsvolle Aufgabe ware die Messung von Haloperoxidaseaktivitaten.
Durch einfache Messungen mittels MCD-Assay im Batchtestwasser war eine
Aktivitat von Haloperoxidasen nicht messbar. Hierzu sollten die Enzyme aus der
wassrigen Phase und/oder den Zellen isoliert und dadurch aufkonzentriert
werden, sodass anschlieBend eine Aktivitdtsmessung stattfinden kann. Auch
die Charakterisierung der Enzyme nach ihrer prosthetischen Gruppe und/oder
ihrem Halogenierungsvermdgen (Chlorierung, Bromierung oder lodierung) ist
anspruchsvoll, konnte aber die bisherigen Ergebnisse des Bildungsmechanis-
mus organischer Bromverbindungen im Sufldwasser bestatigen.

Die Uberwiegende zusatzliche Chlorierung der selektiv detektierten organischen
Bromverbindungen (68-73 %) ist ein Thema, das weiter untersucht werden
solite. Hierfur ist wiederum die Strukturaufklarung der Einzelstoffe von
Bedeutung. Eine Charaktierisierung der Enzyme nach ihrem Halogenierungs-
vermogen gibt Aufschluss Uber potenzielle Reaktionen der Chlorierung,
Bromierung oder beider Reaktionen. Der Chlorierunggrad der bromorganischen
Verbindungen sollte auch in Kulturen-Batchtests untersucht werden.
Moglicherweise kdnnen Rickschlisse auf bestimmte Organismen und ihre
Fahigkeit der Bromierung und Chlorierung natirlichen organischen Materials
gezogen werden.
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V4 ANHANG

I MATERIALIEN UND GERATE

Alle Reagenzien und Feststoffe hatten einen Mindestreinheitsgrad ,pro
analysis“. Verwendete LoOsungsmittel hatten einen Reinheitsgrad fur die
Gaschromatographie oder fur die Flussigkeitschromatographie, je nach
verwendeter Analysenmethode. Es wurde tUberwiegend mit ultra reinem Wasser
(u.p.) gearbeitet, das mit einer lonenaustauscheranlage der Firma ELGA
aufgereinigt wurde.

Tabelle 1.1: Auflistung der verwendeten Gerate

Geratebezeichnung Verwendungszweck Hersteller
AutoTrace SPE + lonenaustausch Zymark

DX 100 IC Bestimmung intra- und DIONEX

Mit SPD-10A (UV-Det.) extrazellularer Bromspezies SHIMADZU

GC Series 8000 Einzelstoffanalytik (GC-MS) FISONS INSTRUMENTS
mit MD 800

HPLC Series 1100

Klimakammer

LC/OCD

Mikroskop IM 35

Photometer Lambda 12

QuattroLC

SpeedVac Konzentrator

A160

Bromid Bestimmung + LC-
Trennung fur
Einzelstoffanalytik

Batchtest Kultivierung

DOC-Charakterisierung von
Bodensaulenproben

Bestimmung der
Individue nzahl

Chlorophyll-a +
Wasserstoffperoxid +
Bromoperoxidase-Aktivitat

Einzelstoffanalytik (LC-MS)

Probenkonzentration

AGILENT

RomA,
Damm-Systeme

DOC-LABOR
Dr. Huber

ZEISS

PERKIN-ELMER

MICROMASS

SAVANT, THERMO
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I EXPERIMENTELLE ARBEITEN

1.1 Probenahmeorte

Der Tegeler See befindet sich im Nordwesten Berlins, hat eine Flache von
4,1 km? und eine maximale Wassertiefe von 16 m. Die theoretische
Aufenthaltszeit im See betragt 137 d ohne Zufluss Uber die Havelleitung und
halb so lange (68 d) mit einem doppelt so hohen Zufluss bei Zuschalten der
Havelleitung (zur Havelleitung siehe Kapitel 1.2.1, Seite 9). Der Tegeler See ist
mesotroph (Tabelle 1.1, Nixdorf et al., 2002) und abwasserbeeinflusst durch die
Einleitung aus dem Klarwerk Schonerlinde.

Fur die Feldstudie am Tegeler See 2005 wurden alle 14 Tage Proben
genommen. Die genauen Probenahmekoordinaten sind 52° 35 46” N und
13° 15’ 53” O und befinden sich nahe dem tiefsten Punkt des Tegeler Sees.

Der GroRe Wannsee befindet sich im Sudwesten Berlins. Beim Wannsee
handelt es sich um eine Ausbuchtung der Havel mit einer Breite von 1000 m.
Die Oberflache ist 2,6 km? groR und der See hat eine maximale Tiefe von 10 m.
Auch der Wannsee ist mesotroph (Tabelle 11.1, Nixdorf et al., 2002) und durch
Abwasser aus Berlins grofstem Klarwerk Ruhleben beeinflusst. Allerdings findet
die Einleitung aus dem Klarwerk Ruhleben nur in den Wintermonaten statt, da
in den Sommermonaten in den Teltowkanal eingeleitet wird, um die
Wasserqualitat des Badewassers im Wannsee nicht nachteilig zu beeinflussen.

Der GrolRe Muggelsee befindet sich im Sudosten Berlins und ist mit einer
Flache von 7,4 km? der gréRte See Berlins. Er hat eine maximale Tiefe von 8 m.
Die Spree flie3t durch den Muggelsee. Auch der Miiggelsee wird als mesotroph
eingestuft, was aus den trophierelevanten Parametern der Tabelle 1.1
hervorgeht (Nixdorf et al., 2002). Er ist nur gering durch Abwasser aus dem
Klarwerk Munchehofe beeinflusst, welches Uber die Spree in den Grol3en
Muggelsee gelangt.

Tabelle I1.1: Mittelwerte chemischer und trophierelevanter Parameter April - Oktober 2001
(SenStadt, 2001)

Leitf. Chl-a S Tiefe totalN total P pH

[uS/em] _ [ug/L] [m] [mg/L] __ [Tug/L]
Tegeler See 728 20,9 2,1 4,67 92,2 8,1
Grofl3er Wannsee 693 64,8 0,7 2,02 446,2 8,6
Grol3er Muggelsee 718 15,9 1,7 1,16 68,4 8,1

Leitf. = Leitfahigkeit; Chl-a = Chlorophyll-a; S Tiefe = Sichttiefe;
total N = Gesamtstickstoff; total P = Gesamtphosphor
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Alle drei Seen sind durch eine typische Algenblite im Spatsommer
charakterisiert, wobei es vor allem am Wannsee zu ausgepragten Cyano-
bakterienbliten kommt. Des Weiteren wird an allen drei Seen fur die Trink-
wassergewinnung Rohwasser nach Uferfiltration entnommen.

Il.ii  Batchtests

Alle Labor-Batchtests wurden in offenen Glasflaschen durchgefiihrt, die mit
kinstlichem Sonnenlicht bestrahlt (16 h taglich, sechs Leuchtstoffrohren a 18
W), mit filtierter Luft bellftet (0,45 um Cellulose-Nitrat, SARTORIUS) und bei
Raumtemperatur kultiviert wurden (bis auf Algen-Batchtests, die bei 25 °C in
einer Klimakammer temperiert wurden). Alle Batchtests sind in tabellarischer
Form (Tabelle 1.3) zusammengefasst und werden im Weiteren nur kurz
beschrieben.

ILil.i Seewasser

FUr Seewasser-Batchtests wurden Schopfproben (15 L) des Tegeler Sees am
sudostlichen Ufer und des Wannsees am ostlichen Ufer genommen. Die
Proben wurden am gleichen Tag unbehandelt in die Batchtest-Flaschen (20 L)
gegeben und 14-tdgich bis monatlich beprobt. Ein zusatzliche Nahrstoff- oder
Bromiddotierung war nicht erforderlich.

[Lii.it  Algen

Fur AlgenBatchtests wurde das Cyanobakterium Microcystis aeruginosa
(Blaualge) und die Grinalge Desmodesmus subspicatus von der Sammlung
von Algenkulturen der Universitat Gottingen (SAG) bezogen. Es wurden Algen
Batchtests in Tegeler Seewasser durchgefiihrt, indem das Tegeler Seewasser
lediglich filtriert wurde, mit 100 pg/L Bromid versetzt und mit vorgezichteten
Algen beimpft wurde.

Fir Algen-Batchtests in Nahrldsungen wurden fir jede Algenkultur individuelle
Nahrstoffzusammensetzungen angesetzt (Tabelle 11.2). Die N&hrlésungen
wurden autoklaviert, zusatzlich mit 100 pg/L Bromid versetzt und mit
vorgezuchteter Algensuspension beimpft. Die Beprobung fand alle zwei
Wochen bis wéchentlich statt, je nach AOBr-Entwicklung.

Fur Batchtests mit reduzierten Nahrstoffen wurde eine 1:10 verdinnte
Nahrlésung mit 100 pg/L Bromid versetzt und mit Algen beimpft.

Algen-Batchtests unter  Wasserstoffperoxideinfluss  wurden  vor  der
Algenbeimpfung mit der entsprechenden H,O,-Konzentration versetzt. In einem
Blindversuch wurde Katalase (100 units/mL, MERCK) zum Abbau von HO»-
Spuren zugesetzt.
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Tabelle I1.2: Zusammensetzung der Algennahrmedien: Z-Medium fiir Cyanobakterien
(Zehnder and Gorham, 1960) und Algenmedium fiir Griinalgen nach Standerd DIN EN
28692, Uberarbeitet

Cyanobakterienkultur Grunalgenkultur
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
[mg/L] [mg/L]
NaNOs 467|Fe-llI-Citrat (19 % Fe) 3
Ca(NO3), *4 H,0 59|Na,EDTA * 2 H,O 10
K,HPO, 31|NaNO; 496
MgSO4 + 7 H,O 25|MgSO,4 * 7 H,0 75
Na,CO3 21|CaCl, * 2H,0 36
Eisen-EDTA-Komplex® 10 mL/L Zitronensaure 3
KoHPO, 39
Spurenelemente: 0,08 mL/L Spurenelemente:
H;BO; 310 H3BO3 114
MnSQO, * 4 H,0O 223 MnCl, * 4 H,0 7,2
Na,WO, * 2 H,0 3,3 ZnSO,*7H,0 0,9
(NH4)sM070,4 * 4 H,O 8,8 CuSO, *5H,0 0,3
KBr 11,9 CoCl, *6 H,0 0,16
Kl 8,3 Na,MoOQO,4 * 2 H,0 0,10
ZnSO, * 7 H,O 28,7
Cd(NO3), * 4 H,O 15,4
Co(NO3), * 6 H,O 14,6
CuSQ, * 5 H,O 12,5
NiSO,(NH,),SO, * 6 H,0 19,8
Cr(NOz); * 7 H,O 3,7
VOSO, * 2 H,O 2
Al3(S0,)3K,S0,4 * 24 H,0 47,4

°5 mL einer 0,1 M FeCI2 * 6 H,0O Ldsung in 0,1N HCI und 5 mL einer 0,1M Na,EDTA
Losung in destilliertem Wasser werden gemischt und auf 500 mL aufgefillt

Ein abiotischer Batchtest wurde angesetzt, um die AOBr-Bildung durch
Wasserstoffperoxid- (5 mg/L) und Bromiddotierung (500 pg/L) in u.p. Wasser zu
untersuchen. Der Batchtest fand unter Bellftung und Beleuchtung in einer
25 °C warmen Klimakammer statt. Der Batchtest wurde doppelt angesetzt und
parallel wurde ein Blindversuch ohne Wasserstoffperoxid mitgefthrt.

ILii.iii  Enzym — Bromoperoxidase

Bromoperoxidase- (BrPOD) Batchtests wurden in einem ersten Versuch mit
1:10 konzentriertem Tegeler Seewasser (autoklaviert und filtriert) durchgefuhrt.
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100 mL konzentriertes Seewasser wurde mit 1,8 uM Kaliumbromid, 2 units/mL
BrPOD von Coallina officinal (SIGMA-ALDRICH), 50 mM 2-Morpholino ethansulfon-
saure Puffer (MES, SIGMA-ALDRICH) mit pH 6,4 bei 25 °C und 10 mM
Wasserstoffperoxid versetzt. Der Versuch fand in einem 25 °C warmen
Schiittelbad unter Schuitteln statt. Es wurden zuséatzlich zwei Blindversuche
mitgefuhrt, wobei einer wie oben beschrieben zusammengesetzt war und der
andere statt Tegeler Seewasser u.p. Wasser enthielt. Bei beiden
Blindversuchen wurde die BrPOD weggelassen.

In einem zweiten Versuch wurde die gleiche Versuchsanordnung verwendet wie
oben beschrieben, allerdings mit Tegeler Seewasser (filtriert und autoklaviert),
dass nicht aufkonzentriert wurde und mit einem Versuchsansatz aus u.p.
Wasser und 20 mg/L natirlichen organischem Material (NOM) aus dem
Suwannee River (International Humic Substance Society (IHSS), USA).
Blindversuche ohne BrPOD wurden ebenfalls mitgefihrt. Diese zwei
Blindversuche bestanden aus Tegeler Seewasser und 20 mg/L Suwannee
River NOM in u.p. Wasser, unter Zugabe der oben aufgefiihrten Reagenzien.

Tabelle 11.3: Ubersicht der durchgefiihrten Batchtests: Name, Beschreibung, Laufzeit, Ziel-
setzung, Probenahmezeiten und Versuchsbedingungen

Nr. Kapitel Name Versuch Laufzeit Ziel
[d])/[Monate]

Seewasser-Batchtests:
1 4121 WS030811 Batchtest mit Wannsee (WS) Wasser 123/4 AOBr-Simulation mit WS-Wasser
AOBr fir Einzelstoffcharakterisierung

2 4121 4321 TS030929 Batchtest mit Tegeler See (TS) Wasser 22217 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOBtr fur Einzelstoffcharakterisierung

3 4312 4322 TS040202 Batchtest mit TS-Wasser 367/12 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOBr fur Einzelstoffcharakterisierung

4 4132 4313 TS050411 Batchtest mit TS-Wasser 203/6 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOB fur Einzelstoffcharakterisierung

5 TS050308 Batchtest mit TS-Wasser 517/17 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOBr fiir Einzelstoffcharakterisierung

6 TS050830 Batchtest mit TS-Wasser 342/11 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOBr fir Einzelstoffcharakterisierung

7 4313 TS050606 Batchtest mit TS-Wasser 147/5 AOBr-Simulation mit TS-Wasser
AOBtr firr Einzelstoffcharakterisierung

Algen-Batchtests
8 4222 Alg.030815 Batchtest mit Cyanobakterien (Cybakt.) 80/3 Vergleich der AOBr-Produktion zwischen
+ Grunalgen in optimalem Nahrmedium Cybakt. und Grinalgen; Entwicklung einer
Analyse firintrazellulares Brom

9 4222 Alg.031117 Batchtest mit Cybakt. und Griinalgen 119/4 Vergleich der AOBr-Produktion zwischen
in reduziertem Nahrmedium (1:10) Cybakt. und Griinalgen

10 Alg.040203 Batchtest mit Cybakt. und Griinalgen 46/2 AOBr-Produktion von Cybakt. in
in TS-Wasser filtrieretem TS-Wasser

11 Alg.040330 Batchtest mit Cybakt. in TS-Wasser 42/2 Wiederholung von Alg.040203

Vergleich TS-Wasser + autoklaviert

12 4122 Alg.040819 Batchtest mit Cybakt. in TS-Wasser 55/2 Photosyntheseabhéngigkeit der
hell/dunkel und + Diuron® AOBr-Bildung in Cybakt.-Batchtests
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Nr Kapitel Name Versuch Laufzeit Ziel
[d)/[Monate]
13 4133 Alg.040303 Batchtest mit Cybakt. In optimalem 80/3 Vergleich optimale/reduzierte Nahrstoff-
oder reduziertem Nahrmedium konzentration; Differenzierung extraAOBr
und intraBrom sowie extraBr~
Wasserstoffperoxid-Batchtests
14 4133 H202_060619 Batchtest mit Cybakt. in optimalen 7713 Vergleich + H,O, Differenzierung
Nahrmediumz Wasserstoffperoxid extraAOBr und intraO Br sowie
extraBr™ und intraBr”
15 H202_040420 Batchtest mit Cybakt. und H,O, 24/1 Cybakt.-Entwicklung und AOBr-
(0-5000 pg/L) in optimalem N&hrmedium Produktion unter H,O,-Einfluss
16 4131 4123 4313 H202 050307 Batchtest mit Cybakt. und 28/1 AOBr-Produktion unter H,O,-Einfluss
H20, (0 - 1000 pg/L) Beriicksichtigung von AOBr+S03
17 4313 441 4132 H202 050529 Batchtest mit Cybakt. und H,O, 41 /2 Cybakt.-Batchtest fiir Bodensaulen
in optimalem Néhrmedium Beriicksichtigung von AOBr+S03
18 4131 4312 H202_050829 Batchtest mit Cybakt. und H,O, bzw. 7513 AOBr-Bildung unter H,0,-Einfluss mit
Katalase in optimalem Nahrmedium Katalase als definitiven Blindversuch
19 4132 H202_041024  AOBr-Bildung mittels H,O, und 14/0,5 Algenunabhéngige AOBr-Bildung
naturlichem organischem Material mit H,O, und NOM
(NOM; Suwannee River)
Bromoperoxidase-Batchtests
20 4132 4313 BrPOD051129 Batchtest mit Bromoperoxidase 49/1,5 AOBr-Produktion unter BrPOD-Einfluss
(BrPOD) in TS-Wasser (1:10 Konz)
21 4132 BrPOD060222  Batchtest mit BrPOD in TS-Wasser 26/1 AOBr-Produktion unter BrPOD-Einfluss
und NOM-Wasser (Suwannee River) mit Vergleich der NOM-Quelle
Dotierung
Nr. Probenahme Organismen Nahrmedium (NM) hell dunkel | Bromid Diuron  H,0, Katalase PO,*
[g/L]  [pg/t]  [ug/L] [units/mL] [mglL]
1 sporadisch WS-Mischkultur - + - - - - - -
August 2003
2 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
September 2003
3 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
Februar 2004
4 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
April 2005
5 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
Mérz 2005
6 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
August 2005
7 sporadisch TS-Mischkultur - + - - - - - -
Juni 2005
8 a alle14d Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - - - NM
Desmodesmus
b subspicatus
9 a alle 14 d Microcystis aeruginosa reduziert (1:10 verdinnt) + - 100 - - - NM
Desmodesmus
b subspicatus



Il Experimentelle Arbeiten

Dotierung
Nr. Probenahme Organismen N&hrmedium (NM) hell dunkel | Bromid Diuron  H,O, Katalase PO,*
[ug/L] [ug/L]  [pg/L]  [units/mL]  [mg/L]
10 a alle 7d Microcystis aeruginosa filtriertes TS-Wasser + - 100 - - - 31
Desmodesmus
b subspicatus Februar 2004
11 alle 7d Microcystis aeruginosa TS-Wasser Marz 2004 + - 100 - - - 31
a filtriert
b filtriert+autoklaviert
12 a ale3d - filtriertes + autoklaviertes + - 100 - - - NM
b spéter alle 7 d Microcystis aeruginosa TS-Wasser August 2004 + - 100 - NM
c Microcystis aeruginosa + - 100 + NM
d Microcystis aeruginosa - + 100 - NM
13 a alle 7d Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - - - NM
b reduziert + - 100 -
14 a alel4d-21d Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - - - NM
b + - 100 10
15 a  0d; 1d; 2d; 6d; Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - 10 - NM
b 10d; 20d; 24d 50
c 100
d 500
e 1000
f 5000
16 0d; 1d; 2d; 4d; 7d; Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - 0 - NM
10d; 14d; 21d;
b 28d 10
c 100
d 1000
17 sporadisch Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - 10 - NM
18 a alle 14d Microcystis aeruginosa optimal + - 100 - 10 - NM
b - 100
Nr. Probenahme Enzymdotierung NOM hell dunkel Bromid MES H202
[ug/L] [bg/Lt]  [mM] _ [mgiL]
1d, 2d, 3d, 7d,
19 a 14d - Suwanee River 20 mg/L + - 500 - 0
b - Suwanee River 20 mg/L + - 500 - 5
c - Suwanee River 20 mg/L + - 500 - 5
Bromoperoxidase 2
20 a 0d; 3d; 7d; 14d,; units/mL 1:10 konz TS-Wasser - + 100 50 340
b 42d; 49d - filtriert + autoklaviert - + 100 50 340
c - - + 100 50 340
Bromoperoxidase 2
21 a 0d; 26d units/mL TS-Wasser - + 100 50 340
b - filtriert+autoklaviert - + 100 50 340
Bromoperoxidase 2
c units/mL Suwanee River 20 mg/L - + 100 50 340
d - Suwanee River 20 mg/L - + 100 50 340

NM = aus Nahrmedium
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Il.i1ili  Versuche an Bodensaulen

ILili.i  Versuchsanlage der Bodensaulen

Die Saulen wurden im Fachgebiet Wasserreinhaltung der TU Berlin im Zuge
eines Promitionsprojektes aufgebaut und je nach Saule schon ca. 1 bis 1Y%
Jahre betrieben (Mundt, 2005). Die Saulen konnten somit als eingefahren
betrachtet werden. Die Versuchsanlage bestand aus insgesamt neun
verschiedenen im Aufstrom betriebenen Laborbodensaulen mit einer Lange von
je 100 cm und einem Durchmesser von 14 cm. Von diesen neun Saulen wurden
die vier in Tabelle 1.4 aufgefuhrten S&aulen fir die Versuche verwendet. Die
Saulen wurden kontinuierlich mit Tegeler Seewasser beschickt, wobei die
Vorratsbehélter einerseits mit Sauerstoff bellftet und andererseits mit Stickstoff
entgast wurden. Dadurch wurden in den Saulen aerobe und anaerobe
Bedingungen unterstitzt. Das Vorratswasser wurde mittels Walzenpumpe mit
einer Durchflussrate von 1,6 L/d Uber die S&ulen gepumpt. Um eine gewisse
Temperaturkonstanz und geringe Belichtung zu gewahrleisen, waren die aus
Plexiglas bestehenden Bodensaulen im Keller installiert. Die Beftllungen und
Eigenschaften der Saulen sind aus Tabelle 1.4 zu entnehmen.

Tabelle 11.4: Kenndaten der verwendeten Bodensaulen
Nr. Befillung Wasser Zudotierung Redoxbedingungen

technischer gebrannter ~ TS-Oberflachenwasser,
S1 Sand; D=0,7 - 1,2 mm sauerstoffgesattigt - oxisch

Material vom Tegeler TS-Oberflachenwasser,
S7 See Ufer sauerstoffgesattigt - oxisch® anoxisch® anaerob

technischer gebrannter  TS-Oberflachenwasser,
S3 Sand; D=0,7 - 1,2 mm sauerstoffgesattigt Stérke 3 mg/L oxisch® anoxisch® anaerob

technischer gebrannter ~ TS-Oberflachenwasser,
S6 Sand; D=0,7 - 1,2 mm mit Stickstoff entgast Starke 3 mg/L anoxisch® anaerob

TS = Tegeler See

ILiii.ii  Vorversuche

Um die Totzeit der Bodensaulen zu bestimmen wurde ein Tracerversuch mit
Kaliumchlorid durchgefuihrt. Dabei gibt die Totzeit an, wie lange eine nicht
retardierende Verbindung fir das Passieren der Bodenséule braucht. Die
Leitfahigkeit des Tegeler Seewassers (690 uS/cm) wurde durch Zugabe von
Kaliumchlorid auf 1200 uS/cm erhoéht. Ein Volumen von 200 mL dieses KCI-
dotierten Seewassers wurde bei einer Durchflussrate von 1,6 L/d auf die
entsprechenden Saulen gegeben. AnschlieBend wurde wieder mit Tegeler
Seewasser aus den Vorratsbehéltern beschickt. Durch kontinuierliche Messung
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der Leitfahigkeit wurde der Durchbruch der KCI-L6sung aufgezeichnet und die
Totzeit anhand steigender Messwerte ermittelt.

[Liii.iii Hauptversuche mit algenproduziertem AOBr

FUr die Hauptversuche mit algenproduziertem AOBr wurde eine filtrierte
(0,45 um) Microcystis aeruginosa-Batchtestprobe (AOBr = 39 ug/L) verwendet.
Ein Volumen von 200 mL Probe wurde bei einer Durchflussrate von 1,6 L/d statt
des Vorratswassers auf die Saule gegeben. AnschlieRend wurden die Saulen
wieder an die Vorratsbehélter mit Tegeler Seewasser angeschlossen. Die
Probenahme an den Saulenausgangen begann nach Erreichen der Totzeit
(Tabelle 11.18). Die uberwiegend oxischen Saulen S1 und S7 wurden im 12 h
Takt beprobt. Die anoxischen Saulen S3 und S6 wurden mit Hilfe eines
automatischen Probennehmers zu Beginn alle 12 h, nach 2 d alle 6 h, nach 5 d
wieder alle 12 h und nach 7 d alle 24 h beprobt. Die Proben wurden fir AOBTr-
Bestimmungen auf pH 2 eingestellt und kihl gelagert (4 °C). Zur Bestimmung
des nicht reduzierbaren AOBr wurde eine Teilprobe mit Natriumsulfit versetzt
und nach Ablauf der Reaktionszeit ebenfalls auf pH 2 eingestellt. Eine weitere
Teilprobe wurde fir DOC-, SAKyss-, LC-OCD- und Bromid-Messungen
unbehandelt eingefroren.
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Il.iv Probenvorbereitung

Il.iv.i  Festphasenextraktion

An der AutoTrace Workstation ZYMARK) fand die Festphasenextration (SPE)
statt. Es wurden unterschiedliche Medien ausprobiert und diese nattrlich auch
unterschiedlich behandelt. Es wurden 6 mL Kartuschen verwendet mit den
dazugehdrigen Massen an Festphasenmaterial (Tabelle 11.5). Abweichend
davon wurden fir den lonenaustausch mit SAX- und SCX-Kartuschen mit 3 mL
Volumen verwendet. Die Festphasen wurden mit den in Tabelle 1.5
angegebenen Losungsmitteln konditioniert, um danach das entsprechende
Probenvolumen zu extrahieren. Die Probe wurde mit dem genauen Volumen
vorgelegt und nachdem die Probe extrahiert wurde, wurde das Probenglas mit
u.p. Wasser nachgespult und dieses ebenfalls Uber die Kartusche gegeben. Vor
der Elution mit Methanol wurde die Extraktionskartusche mit Stickstoff
getrocknet. Die Elution fand in drei Etappen statt, wobei jedes Drittel an
Elutionslosungsmittel Zeit zum Einweichen in der Kartusche hatte. Der letzte
Rest an Elutionsmittel wurde mit Stickstoff aus der Kartusche gepresst.

Tabelle 11.5: Bedingungen fiir die Festphasenextraktion mit verschiedenen Festphasenmateri-
alien

Festphase (SP) m(SP) Konditionierung [mL] V(Probe) Elution [mL]
[mg] 1. up.HO 2 MetoH 3.H20 pH [mL] MetOH + Zusatz

LiChrolut RP-18 (Merck) 500 10 10 8 5 200 15

LiChrolut EN (Merck) 500 10 10 8 2 100 15

Isolute EnV+ (IST) 500 10 10 8 2 100 15

Oasis HLB (Waters) 200 10 10 8 2 100 15

BondElut SCX (Varian) 1000 6 6 10 2 100 9 1% NH4OH
BondElut SAX (Varian) 1000 6 6 10 9 100 9 1 NHCI

Der SPE-Extrakt wurde anschlieBend am SpeedVac Konzentrator durch
Unterdruck, einer Temperatur von 40 °C und Rotation auf ein kleines Volumen
eingeengt. Dieses wurde in ein Vial Gberfihrt, mit Stickstoff eingeengt bis ein
feuchter Bodensatz Ubrig blieb und je nach Versuchsverlauf mit einem
definierten Volumen an Losungsmittel (Wasser oder Methanol) versetzt.

ILiv.ii Konzentration nach Kationenaustausch

Fur den Kationenaustausch wurde eine 1 mL On Guard Il Na-Kartusche
(DIONEX) mit 2 mL u.p. Wasser und 3 mL Probe gespult. Danach wurden 50 mL
Probe bei einem sehr geringen Fluss von 1 mL/min Uber die Kartusche
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gegeben. Um einen maoglichen Probenverlust wahrend des lonenaustausches
berlicksichtigen zu konnen, wurde die Probe in einem Messzylinder
aufgefangen und das genaue Volumen notiert. Dieses wurde dann am
SpeedVac Konzentrator bei Unterduck, Rotation und einer Temperatur von
70 °C auf ein geringes Volumen eingeengt. Die aufkonzentrierte Probe wurde je
nach Versuchsablauf in ein Probengefald (Vial oder Messkolben) utberfuhrt,
entweder unter Stickstoff weiter eingeengt bis ein feuchter Bodensatz Ubrig
blieb und dann mit einem definierten Volumen an u.p. Wasser versetzt oder
gleich auf ein definiertes Volumen aufgefullt.

[Liv.iii Saulenchromatgraphie

Fur die Saulenchromatographie wurde eine Glassaule (Lange 30 cm und
AuBendurchmesser 1,5 cm) mit ausgegliihter Glaswolle abgedichtet. Das
Fullmaterial Kieselgel 100 (63-200 pm, MERCK) wurde bei 180 °C fur zwei
Stunden getrocknet und mit 5 % u.p. Wasser desaktiviert. Zum Beflllen der
Saule wurden 10 g desaktiviertes Kieselgel mit n-Hexan aufgeschlemmt, 5 min
guellen gelassen und durch Einfiillen der aufgeschittelten Kieselgelsuspension
die S&ule nach und nach befiullt. Zum Schluss wurde eine Schicht an
Natriumsulfat (Na,SO4 p.a. bei 180 °C getrocknet) 1 cm hoch auf die Kieselgel-
schicht gegeben.

Sowohl der Aufbau der S&ule, die Probenaufgabe als auch die Extraktion fand
bei stdndig geotffnetem Saulenhahn statt, wobei von Zeit zu Zeit Loésungsmittel
zugegeben werden musste.

Fiur die Probenaufgabe von methanolischen Proben (nach Festphasenextrak-
tion) wurde die Probe unter Stickstoff eingeengt bis nur noch ein feuchter
Bodensatz Ubrig war. Die Ldsungsmittelfront des n-Hexans wurde bis zur
Na,SO4-Schicht abgelassen und die Probe mit n-Hexan, 2-4 Tropfen Methanol
und danach unter Nachsptlen mit n-Hexan aufgegeben.

Fur wassrige Proben wurde die Losungsmittelfront bis 1 cm Uber der Na;SO,-
Schicht abgelassen und ein definiertes Probenvolumen auf die Na>SO,4-Schicht
getropft. Die wassrige Probe tropft durch die nHexanfront und das Na,SO4
nimmt das Wasser der Probe auf, sodass nun die Extraktion beginnen konnte.

Die Extraktion fand mit den Volumina an Ldsungsmitteln und
Losungsmittelgemischen in Tabelle 1.6 statt, wobei vor jedem LOdsungsmittel
wechsel bei methanolischen Proben das Probengefald mit dem neuen
Losungsmittel gespult wurde.
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Tabelle I1.6: Fraktionen fir die Sdulenchromatographie

Nr. Fraktion Lésungsmittel \%
[mL]
F1 Kohlenwasserstoffe n-Hexan 25
F2 Aromaten n-Hexan : Dichlormethan (9:1) 35
F3 Heterokomponenten Dichlormethan : Methanol (9:1) 45
F4 polare Komponenten Methanol 50

Die Fraktionen wurden am SpeedVac Konzentrator durch Unterdurck, Rotation
und bei Raumtemperatur (nur F4 bei 40°C) eingeengt. Nach Uberfiihren der
eingeengten Fraktionen in Vials, wurden die Proben unter Stickstoff ein
weiteres Mal eingeengt, bis nur noch ein feuchter Bodensatz tbrig war. Die
Fraktionen wurden mit einem definierten Volumen an Methanol versetzt.

ILiv.iv Gaschromatographie (GC)

Fur die gaschromatographische Trennung wurde eine DB-5-Saule verwendet,
die 5 % Diphenyl- / 95 % Dimethylsiloxan als stationare Phase enthalt. Eine
Trennung wurde mit dem Temperaturprogramm in Tabelle 1.7 erreicht.

Tabelle 11.7: Optimiertes Temperaturprogramm fir die Gaschromatographie

Rate Temperatur Haltezeit
[°C/min] [°C] [min]
0 - 60 1
1 2 100 10
2 2 140 15
3 2 250 40
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ILiv.v  Derivatisierung fur die Gaschromatographie

Bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid

Fur die Trimethylsilysierung mit Bis(trimethylsilyltrifluoracetamid (BiSSTFA,
MERCK) wurde die Probe unter Stickstoff eingeengt, bis ein feuchter Bodensatz
Ubrig war. Die Probe wurde mit 500 pL Aceton und 500 pL BisSTFA versetzt,
verschlossen und fur 15 min im Ultraschallbad homogenisiert. Die Reaktion
fand fir 1 h bei 70 °C statt, danach kuhlte die Probe 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur ab. Nach der Derivatisierung wurden die Reagenzien unter
Stickstoff bei Raumtemperatur abgeblasen.

Diazomethan

Das Derivatisierungsmittel wurde vor jeder Anwendung frisch tergestellt. Die
Herstellung fand durch die Reaktion von Kaliumhydroxidlésung (40 %) und N
Methyl-N-nitrosoharnstoff statt. Das hierbei freigesetzte Diazomethan wurde in
trockenem Diethylether (gekuhlt im Wasser-Eis-Bad) gelost. Die Reaktion fand
in einer speziellen Mikroapparatur der Firma WHEATON statt.

Die bis auf einen feuchten Bodensatz eingeengte Probe wurde mit 1 mL
etherischer Diazomethanldsung versetzt, verschlossen, 5 min im Ultraschallbad
homogenisiert und fur 1 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach
abgeschlossener Reaktion wurde das verbleibende Reagenz unter Stickstoff
bei 50 °C abgeblasen.

ILiv.vi Flussigkeitschromatographie (LC)

Fir die LC-Trennung wurde zun&chst mit der Luna®-Phenyl-Hexyl-S&ule von
PHENOMENEX (I = 150 mm, i.d. = 2,00 mm und Schichtdicke = 3 um) gearbeitet.
Das optimierte Elutionsprogramm fir diese Saule ist in Tabelle 11.8 aufgeftihrt.
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Tabelle 11.8: Optimiertes Elutionsprogramm fiir die Fliissigkeitschromatographie an Luna®-
3 um-Phenyl -Hexyl-Saule: Saulentemperatur 30 °C und Fluss 0,2 mL/min

Zeit A [%] B [%0]
[min] u.p.Wasser :Methanol (80:20)  u.p.Wasser :Methanol (5:95)
0 90 10
10 60 40
30 60 40
40 40 60
45 0 100
55 90 10
65 90 10

Des Weiteren wurde mit einer XTerra®MS-C18-Saule von WATERS
weitergearbeitet. In Tabelle 1.9 ist das optimierte Elutionsprogramm fir die
XTerra®-Saule angegeben.

Tabelle 11.9: Optimiertes Elutionsprogramm fir die Flissigchromatographie an XTerra®-35 pm -
C18-Saule: Saulentemperatur 45 °C und Fluss 0,15 mL/min

Zeit A [%)] B [%6]
[min] 10 mM HCOONH, in H,O + 3 % Methanol 10 mM HCOONH, in Methanol
0 90 10
50 70 30
60 70 30
110 40 60
120 40 60
170 0 100
180 0 100
185 90 10
195 90 10

Il.iv.vii Probenbehandlung fur die ICP-MS-Messung

Zunachst wurden die Proben mittels lonenaustausch an OnGuard® Il Ag-
Kartuschen mit anschlieRender Abtrennung Uberschussigen Silbers an der
lonenaustauscherkatrusche OnGuard® I H behandelt. Hierbei sollte der
Uberwiegende Teil des anorganischen Bromids abgetrennt werden. Dazu
wurden die Kartuschen mit 10 ml u.p. Wasser und 3 ml Probe gespdilt. Je
Kartusche wurden 100 ml Probe bei einem Fluss von 1 ml/min aufgearbeitet.

Danach wurde die Probe wie in Kapitel ILiv.ii beschrieben mit Na-
lonenaustauscherkartuschen entsalzt und am SpeedVac Konzentrator
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eingeengt (Konzentrationsfaktor siehe Tabelle 11.10). Fur die ICPMS-Messung
und ionenchromatographische AOBr-Messung wurden die Proben wie in
angegeben verdunnte. Die verbleibende Bromidkonzentration wurde in den
Originalproben vermessen. Hierzu wurde die Probe mit einem internen
Standard (Kaliumbromid) einer Konzentration von 200 pg/L versetzt, um
Messwerte oberhalb der Bestimmungsgrenze zu erhalten (10 pg/L). Zur
Auswertung der Bromidkonzentration wurde die Konzentration an internem
Standard berticksichtigt.

Tabelle 11.10: Verdinnungsfaktoren

Probe Faktoren
Konzentration AOBr ICP-MS
1 2
Wannsee 12 0,1 0,1 0,2

Muggelsee 14,5 0,1 0,1 0,2
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Il.Lv  Messparameter

Im Folgenden werden die Messverfahren fir alle angewanden Parameter
beschrieben. Eine Zusammenfassung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
istin Tabelle 11.13 am Ende dieses Kapitels (Seite 23) zu finden.

Iv.i  Adsorbierbare organische Bromverbindungen

Die Bestimmung der adsorbierbaren organischen Bromverbindungen (AOBr)
basierte auf der Differenzierung des AOX nach Oleksy-Frenzel et al. (2000). Fur
die Messung des AOBr werden 100 mL der filtrierten (0,45 pum Cellulose-Nitrat,
SARTORIUS) und auf pH 2 (HNOs3) eingestellten und eventuell verdinnten
Proben an 80 mg Aktivkohle angereichert, wobei es zu einem simultanen
Austausch von anorganischen Halogeniden kommt, indem mit einer
nitratreichen Waschlésung gespult wird. Durch die Verbrennung der Aktivkohle
werden die adsorbierten Halogenverbindungen zu Bromid, Chlorid und lodid
reduziert, die in 5 mL u.p. Wasser mit einer Spur Natriumsulfid aufgefangen
wurden und ionenchromatographisch mittels UV-Detektor gemessen wurden
(siehe unten). Die Bestimmungsgrenze fur den AOBr liegt bei 0,3 pg/L und
dessen Nachweisgrenze betragt 0,5 ug/L. Alle angegebenen Daten sind
Mittelwerte aus Doppel- oder Dreifachbestimmungen.

Zur Bestimmung des reduzierbaren AOBr wurde ein Uberschuss an
Natriumsulfit p.a. (ca. 80 mg) in die filtrierte (0,45 um Cellulose-Nitrat-Filter,
SARTORIUS) Probe gegeben und fir mindestens 6 h im dunklen Kihlschrank
reagieren gelassen. Erst danach wurde der pH-Wert auf 2 eingestellt und mit
der Anreicherung wie oben beschreiben fortgefahren.

Fir die ionenchromatographische Trennung (IC) wurde eine lonPac® AS9-SC-
Saule mit einer AG9-SC-Vorsaule DIONEX) verwendet. Als Eluent wurde eine
Lésung aus 2,2 mM NapCO3 und 0,75 mM NaHCOs; eingesetzt, der je nach
Bedarf (alter der Saule) zur besseren Trennung von Bromid und Nitrat 3,2-12,8
mM Borséure zugegeben wurde. Eluiert wurde bei einem Fluss von
2 mL/min. Die Detektion mittels UV-Detektor fand fur Bromid bei 210 nm und fur
lodid bei 226 nm statt.

Blindversuche

Fir die AOBr-Messung wurden Blindversuche mit u.p. Wasser durchgefihrt.
Dabei wurden unterschiedliche Volumina u.p. Wasser angereichert
(V(Anreicherung), Tabelle 11.11) und wie fur die AOBr-Bestimmung beschrieben,
verbrannt und gemessen. Es zeigte sich, dass der IC-Response unabhéngig
von den Wasservolumina gleich ist (BW1la-c) und daher der Blindwert fur die
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AOBr-Messung nicht aus dem u.p. Wasser stammt. Mogliche Ursachen fir den
Blindwert konmnten Verunreinigungen der Aktivkohle oder der Analysengerate
aus der Luft sein. Insgesamt zeigt sich, dass bei Anreicherung von 100 mL u.p.
Wasser der Blindwert lediglich 0,3 pg/L AOBr ausmacht, wobei es sich um
Konzentrationen an der Detektionsgrenze (0,3 pg/L) handelt. Daher werden fir
die Probenanalyse immer 100 mL angereichert. Bei geringeren Probenvolumina
wird mit u.p. Wasser auf 100 mL aufgefllt.

Tabelle 11.11: Blindwerte (BW) mit u.p. Wasser fur die AOBrBestimmung und Messungen in
Realproben (P) fir die Anreicherung von 100 mL

Nummer Ziel V(Anreicherung) IC-Response AOBr Mittelwert
[mL] [Flacheneinheiten]  [ug/L] [ug/L]
BW l1a Blindwert der herkémmlichen 23 45.100 1,1
BW 1b AOBr-Messung 100 69.868 0,3
BW 1c 20 59.166 1,3
BW 2a Blindwert der AOBr-Messung 100 117.908 0,3 0,3£16%
BW 2b nach Sulfitreduktion 97 31.517 0,2
Proben Analysenmethode Versuchszeit AOBr BW
[d] [ug/L]  [% der Probe]
P la herkdmmlich 14 11 26
P 1b 35 29 10
P 2a nach Sulfitreduktion 14 0,9 32
P 2b 35 2,5 12

Betrachtet man die Probenmessungen (Tabelle 11.11), so ist zu erkennen, dass
ein Blindwert von 0,3 pg/L AOBr lediglich einen Anteil an 32-12 % des
Probenmesswertes ausmacht. Auch hier ist ein groRRerer Blindwerteinfluss in
Proben mit geringen Messwerten zu verzeichnen. Dicht an der
Bestimmungsgrenze (0,5 pg/L) sollte demnach ein Blindwert bertcksichtigt
werden, wobei er ab Konzentrationen von 3 pg/L vernachlassigt werden kann.

Il.v.ii Extrazellulares Bromid

Der extrazellulare Gehalt an Bromid wurde durch direkte IC-Messung der
filtrierten Probe (0,45 pm Cellulose-Nitrat, SARTORIUS) mit UV-Detektion
gemessen. Auch hierfiir wurde, wie fiir die IC-Messung des AOBr, eine lonPac®
AS9-SC-Saule mit einer AG9-SC-Vorséaule (DIONEX verwendet. Als Eluent wird
eine Losung aus 0,9 mM Na,COs und 0,85 mM NaHCOs; eingesetzt. Eluiert wird
bei einem Fluss von 1 mL/min. Die Detektion mittels UV-Detektor fand fir
Bromid bei 210 nm statt.
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Il.v.iii Intrazellulares Brom

Der Gehalt an intrazellularem Brom wurde durch Verbrennung eines Aliquots an
Algenrickstand, Auffangen in u.p. Wasser mit einer Spur Natriumsulfid und IC
mit UV-Detektion gemessen. Hierfir wurde ein definiertes Volumen an
Algensuspension filtriert (1,2 pm Cellulose-Nitrat, SARTORIUS), wobei der Filter
vorher gewogen und mit u.p. Wasser gespult wurde. Die Algen auf dem Filter
wurden mit u.p. Wasser gewaschen in einem Exsikkator bei Raumtemperatur
Uber Nacht getrocknet. Mit zwei Filtern wurde die Trockenmasse bei 105 °C
bestimmt und die Algen der verbleibenden Filter wurden durch
Ultraschallbehandlung in u.p. Wasser suspendiert. Die Suspension wurde am
SpeedVac Konzentrator bei 55 °C konzentriert, in ein 1 mL Porzellantiegel
(gewogen) uberfuhrt und unter Stickstoff bei 60 °C bis zur Trockne eingeengt.
Der Ruickstand wurde zurickgewogen und mit Hilfe der berechneten
Trockenmasse das Probenausgangswlumen berechnet. Der intrazellulare
Gehalt an Brom in den getrockneten Algen wurde durch direkte Verbrennung
wie fur die AOBr-Bestimmung nur ohne Anreicherung bestimmt.

[l.v.iv Intrazellular organisch gebundenes Brom

Fur die Bestimmung des intrazellularen organisch gebundenen Broms
(intraOBr) wurde die Biomasse eines Probenaliqouts mittels Filtration (1 pum,
regenerierte Cellulose (RC)-Filter) abgetrennt, wobei der Filter vorher gewogen
und gewaschen wurde (100 mL u.p. Wasser). Das beladene Filterpapier wurde
Uber Nacht im Exsikkator getrocknet, zuriickgewogen und in einen Rundkolben
mit Rackflusskihler zur Hydrolyse mit 30 mL 5 %iger KOH in Methanol : u.p.
Wasser (8:2) gegeben. Die Hydrolyse fand fur 2 h unter Kochen statt. Das
Hydrolysat wurde abfiltiert (1 um RC-Filter, mit 200 mL Dichlormethan gespiilt),
der Kolben samt Filterpapier wurde mit Methanol und Dichlormethan unter
Ultraschallbehandlung gewaschen und der zweite Filter mit Dichlormethan
nachgespult. Das Filtrat wurde in einem Scheidetrichter aufgefangen. Nach
Filtration wurde die wassrige Phase auf pH 5 mit konz. Salzsdure angesauert,
es wurde Natriumchlorid (ca. 0,4 g) und u.p. Wasser (6 mL) zur besseren
Phasentrennung zugegeben und das Hydrolysat mit Dichlormethan mehrmals
extrahiert. Die gesammelten Dichlormethanphasen wurden vereinigt Uber
Natriumsulfat getrocknet, am SpeedVac Konzentrator eingeengt (auf ca. 20 mL,
bei Raumtemperatur) und ein weiteres Mal mit Natriumsulfat (15 g) getrocknet.
Nach Abtrennen des Natriumsulfats (Faltenfilter), sptlen von Natriumsulfat und
Filter mit Dichlormethan, wurde der Dichlormethanextrakt ein weiteres Mal
eingeengt (auf £ 1,5 mL, bei Raumtemperatur), in ein 1 mL Porzellantiegel
(gewogen) Uberfuhrt und im Stickstoffstrom bei Raumtemperatur bis zur
Trockne eingedampft. Der beladene Prozellantiegel wurde zuriickgewogen und
der intraOBr-Gehalt durch direkte Verbrennung wie fur die AOBr-Analyse nur
ohne Anreicherung bestimmt.



Il Experimentelle Arbeiten

Blindversuche

Um einen moglichen Blindwerteinfluss beriicksichtigen zu kénnen wurden flr
die Bestimmung des intrazellularen organisch gebundenen Broms
Blindversuche durchgefihrt. Diese wurden mit u.p. Wasser und ohne
Algensuspension durchgefuhrt (BW1-8, Tabelle 11.12). Zum Vergleich der IC-
Response-Werte sind in Tabelle 11.12 die Response-Werte fur vier Proben aus
einem Cyanobakterien-Batchtest aufgefuhrt.

Wie in Tabelle 11.12 anhand der Blindwerte (BW) zu erkennen ist, hat sich
herausgestellt, dass die Analyse des intrazellularen organisch gebundenen
Broms durch einen hohen Blindwert beeinflusst wird. Dieser Blindwert
beinhaltet den gesamten Analysenverlauf und ist somit in allen
Analysenergebnissen enthalten. Anhand der Standardabweichung des
Mittelwertes fir die Blindwerte (26 %) ist zu erkennen, dass der Blindwert stark
variiert und daher fur jede Analyse mitgefuhrt werden muss.

Tabelle 11.12: Blindwerte (BW) fur die Bestimmung des intrazelluléaren organisch gebundenen
Broms: IC-Response und der IC-Response von vier Realproben (P)

Nummer Ziel IC-Response IC-Response
Mittelwert
[Flacheneinheiten] [Flacheneinheiten]

BW1 Blindwert des gesamten 1.285.594
BW2 Analysenweges 1.016.312
BW3 1.412.370
BW4 880.595
BW5 1.917.590 1.277.408 £26 %
BW6 1.044.926
BW7 1.047.884
BW8 1.613.994
Proben V (Filtration) Biomasse Versuchszeit IC-Response BW 1
[mL] [mg] [d] [Flacheneinheiten] [% der Probe]
P1 50 2,8 0 575.720 222
P2 20 16,3 14 1.764.221 72
P3 20 20,7 35 2.177.549 59
P4 20 33,7 63 2.602.927 49

Die Messwerte der Proben P1-4 zeigen, dass der Blindwert einen grofl3en
Einfluss auf die Messergebnisse hat. Vor allem bei geringen Konzentrationen
macht der Blindwert-Response einen hohen Anteil aus (222-72 %) wogegen der
Einfluss mit steigenden Messwerten sinkt (59-49 %). Da gerade in den
Cyanobakterien-Batchtests, in denen diese Analyse zur Anwendung kam, sehr
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geringe Konzentrationen an intraOBr gemessen wurden, ist es wichtig den
Blindwert mitzuberlcksichtigen. Daher wurde fur jeden Analysentag ein
Blindwert bestimmt, der fur die Proben desselben Analysentages berlcksichtigt
wurde.

Iv.v  Chlorophyll-a

Die Bestimmung der Chlorophyll-a-Konzentration wurde nach der DIN
Einheitsmethode 38412-16 durchgefihrt. In Kirze: Die Probe wurde filtriert
(Glasfaserfilter GF6, Ruckhalterate 99,97 %, SCHLEICHER-SCHUELL) und der
Filterkuchen mit kochendem Ethanol extrahiert. Die Extinktion des Extraktes
wurde bei 665 nm gemessen und die Konzentration nach der Gleichung in der
DIN Vorschrift 38412-16 berechnet. Da Chlorophyll-a sehr lichtempfindlich ist,
wurden alle Arbeitsschritte in einem abgedunkelten Labor durchgefihrt.

Il.v.vi Individuenzahl

In den mit Lugol'scher Lésung (0,86 M Kaliumiodid, 0,28 M doppelt
sublimentiertes lod und 0,87 M Natriumacetat in u.p. Wasser) fixierten
Algenkulturen wurde die Anzahl an Individuen quantifiziert (Uterméhl, 1958). Je
nach Algendichte wurde die durch Aufschitteln homogenisierte Probe verdinnt
und in eine Plexiglaskammer mit definiertem Volumen gefillt. Damit sdmtliche
Algen auf dem Kammerboden sedimentieren, wurde die Kammer tber Nacht
stehengelassen. Durch die Einlagerung von lod aus der Lugol’'schen Ldsung,
wird die Sedimentation zusatzlich unterstitzt. Der Kammerboden konnte mit
einem ,umgekehrten Mikroskop nach Utermohl® (IM 35 Zeiss-Mikroskop,
Objektiv wird von unten an das Objekt herangefiihrt) beobachtet werden. Zur
Quantifizierung wurde eine reprasentative Teilflache des Kammerbodens
ausgezahlt. Dazu verwendet man spezielle Zahlstreifenokulare mit
eingebautem Muster, sodass man mit Hilfe des beweglichen Kreuztisches und
des Zahimusters eine definierte Flache auszéhlen konnte. In den Algenkulturen
wurden mindestens 100 Individuen ausgezahlt. Mit Hilfe der Gleichung (ll.1)
konnte auf das urspringliche Volumen zuriickgerechnet werden.

_ Alg.zahl*F

Ind. Trey f (1.1)
Ind. Individuenzahl [1/mL]

Alg.zahl Anzahl ausgezéhlter Algen

F Bodenflache der Kammer [mm?]

I Streifenlange [mm]

b Streifenbreite [mm]

\% Kammervolumen [mL]
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f Verdunnungsfaktor

Falls die Algen nicht nach dem Zufallsprinzip sedimentierten, sondern zum
Beispiel Uberwiegend am Rand zu finden waren, wurde die Beflllung der
Plexiglaskammer wiederholt, wobei die Probe ein weiteres mal mit Lugol'scher
Losung versetzt wurde.

Il.v.vii  Wasserstoffperoxid

Die N,N-Diethyl-p-phenylendiamin- (DPD) Methode fir die Bestimmung
geringer Wasserstoffperoxid-Konzentrationen (Bader et al., 1988) wurde mit
geringer Modifikation benutzt. 2,7 mL der filtrierten Probe wurden in eine 4 mL
Einmal-Kivette pipettiert und mit 300 pL Puffer (0,5 M Na;HPO; und 0,5 M
NaH,PO, von pH 6,0) gemischt. 5 pL DPD und 5 pL Peroxidase (MERCK)
wurden gleichzeitig dazugegeben, gemischt und die Absorption bei 551 nm
wurde nach 45 s Reaktions zeit gemessen.

[l.v.viii Bromoperoxidase-Aktivitat

Die Standardmethode zur spezifischen Bestimmung der Bromoperoxidase-
Aktivitat ist die Bromierung von Monochrorodimedone (MCD), welche
spektralphotometrisch bei 290 nm tberwacht wird (11.2).

H,O, +Br~ %9592® Intermediate¥s¥%2® MCDBr +H,0 (1.2)
BrPOD Bromoperoxidase

MCD Monochlorodimedone

MCDBr Monobromochlorodimedone

Hierzu wurden 2,67 mL der MCD Lésung (0,AmM MCD + 200 mM
Kaliumbromid in 50 mM 2-Morpholinoethanesulfonsdure- (MES) Puffer bei
pH 6,4), 0,03 mL MES-Puffer und 0,3 mL Wasserstoffperoxidlésung (100 mM)
in eine 4,5 mL Quarzkuvette pipettiert, durchmischt und auf 25 °C temperiert.
Die Absorption bei 290 nm sollte konstant bleiben. Nach Zugabe von 1 mL der
BrPOD-enthaltenen Probelésung (auf 25 °C temperiert) und durchmischen,
wurde die zeitliche Abnahme der Absorption bei 290 nm aufgenommen. Aus
der negativen Steigung der Absorptionsabnahme wurde nach Gleichung (11.3)
die BrPOD-Aktivitat berechnet, wobei eine Unit die Umsetzung von 1,0 uM
MCD in Monobromochlorodimedon (MCDBr) pro Minute bei pH 6,4 und 25 °C
katalysiert.
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Enz Aktivitit = zoom (Probe) - Syopy, (Blank))*Vigy * f

VProbe* eMCD (”3)

Enz.Aktivitat Enzym-Aktivitat der Bromoperoxidase [units/mL]
S290nm(Probe) negative Steigung der Absorptionsabnahme bei 290 nm

-> der Probe
S290nm(Blank) - des Blanktests (ohne BrPOD-Zugabe)
Viotal Analysenvolumen [mL] (z.B. 4 mL fur Probentest)
f Verdunnungsfaktor
Vprobe Probenvolumen [mL] (1 mL)
emco Absorptionskoeffizient fir MCD (19,9 mM™*cm™)
Il.v.ix DOC

Der geloste organische Kohlenstoff-Gehalt wurde nach Filtration (0,45 pm
Cellulose-Nitrat, SARTORIUS) mit einem ELEMENTAR HighTOC Analysator
(Hauna, Deutschland) gemessen. Hierbei handelt es sich um eine katalytische
Verbrennung im Sauerstoffstrom.

Il.v.X SAK254

Der spektrale Absorptionskoeffizient SAK [m™] wurde bei einer Wellenlédnge von
254 nm gemessen (Photometer Lambda 12, PERKIN-ELMER). Die Messwerte
sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.

Il.Lv.xi LC/OCD

Zur Charakterisierung des DOC wurden ausgesuchte Teilproben mittels
GrolRenausschlusschromatographie und organischer Kohlenstoff- Detektion
(LC-OCD) analysiert (DOC-LABOR DR. HUBER). Dabei wurden die Proben derart
verdinnt, das der DOC eine Konzentration von 5 mg/L nicht Gbersteigt.
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Il.v.Xii

Nachweisgrenzen

Tabelle 11.13: Nachweisgrenzen der Analysenmethoden (Kapitel Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden.): Dimension, Messbereich, Nachweisgrenze (LOQ), Detektionsgrenze
(LOD) und Literatur: (1) Oleksy-Frenzel et al. (2000) und (2) Bader et al. (1988)

Messparameter Dimension Messbereich LOQ LOD Anmerkung Literatur

AOBr Ho/L 1000-0,5 0,5 0,3 bei Anreicherung von 100 mL (1)
und 5 mL Auffangldsung fir Verbrennungsgase

extraBr- ug/L 200 -10 10 £10

intraBrom* ng/mg Biomasse 1000 - 2 2 1 bei einer max. filtreierbaren Biomasse von 23 mg (1)
und 2,5 mL Auffanglosung fur Verbrennungsgase

intraOBr* Ho/L 25-0,05 0,05 0,025 bei einem Filtrationsvolumen von 100 mL (1)
und 2,5 mL Auffanglésung fur Verbrennungsgase

Wasserstoffperoxid Ho/L 1000 - 1 1 0,2 in 10 cm Quarzkivette (2)

BrPOD-Aktivitat units/mg Prot. 30-2 £23 £23

DOC mg/L 0,5 - 300 0,5 £05

LC/NI-ESI-IISF/IMS Ho/L 1000 - 1 5 1 strukturabhangiges Signal

LC/NI-ESI/MS im Scan ug/L 1000-5 5£x£100 35 strukturabhanaiges Signal

LC/NI-ESI/MS-MS im MRM Ho/L 1000 - 100 £100 £100 strukturabhanaiges Signal

ICP-MS ug/L 50-1 1 £1

* Analysegrenze wurde berechnet
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ZUSATZLICHE ERGEBNISSE

Zu Kapitel 4.1.1.1
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Bild 11.1: Wasserstoffperoxid-Tiefenprofile im Tegeler See (TSee) fur den 21. Juni und
30. August 2005 und Wasserstoffperoxid-Konzentration am Ufer fiir beide Tage

Zu Kapitel 4.1.3.2

Tabelle 11.14: AOBr-Konzentrationen im Verlauf eines abiotischen Versuches mit Wasserstoff-
peroxid (5 mg/L), Bromid (500 pg/L) und Suwannee River NOM (20 mg/L) und in einem Null-

Versuch ohne Wasserstoffperoxiddotierung

Null-Versuch 1. Versuch 2. Versuch
Zeit AOBr AOBr AOBr
[h] [pg/L] [pg/L] [pg/L]
0 2,3 2,3 2,3
5 3,3 2,4 2,4
72 2,0 1,9 1,8
168 2,0 2,6 2,0




Il Experimentelle Arbeiten

.1l Zu Kapitel 4.2.1.2

Verbindung 1 3 2 4 5
R(t) [min] 9,22 15,17 32,44 46,42 50,56
Flache m/z81| 16512 11897 1526 5217 65867
Flache m/z79 | 16767 11903 1566 5408 65721
100, Hx6 W
&
B
C
g
= L SIM m/z 81
A %"k
[\‘ SIM m/z 79
N N A | S,
0 b . F L"JL_"— »
30.00 Zeit [min] 60.00

Bild I1.2: Chromatogramme des Standradgemisches aus funf Organobromverbindungen nach
LC/NI-ESI/MS mit den Massenspuren m/z 79 und 81 im SIM aufgenommen unter Angabe der
Retentionszeiten und Flachen: 1) Bromchloressigséure, 2)Bromphenylessigsaure, 3) 2,3-
Dibrompropionsaure, 4) 2,4-Dibromphenol, 5) 2,4,6-Tribrompropionsaure

lliv Zu Kapitel 4.2.2

Tabelle 11.15: Bromkalibrierung fur die ICP -MS-Messung

c(Bromid) Response

7QBr BIBr

[ug/L] [Flacheneinheiten]
0,00 2.093 48.899
0,97 2.178 49.062
9,91 5.302 52.520
49,62 19.783 66.850
y-Achsenabschnitt 1897,2 48.838
Steigung 359,8 363,31
Korrelation R? 0,9997 0,9999
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Ill.v Zu Kapitel 4.3.2.1

Tabelle 11.16: Isotopenmuster fir eine Tegeler Seewasser Batchtestprobe (AOBr = 102,7 pg/L)
mit unterschiedlichen Aufbereitungsverfahren (Versuch) und gaschromatographisch mit
massenselektivem Detektor vermessen: R(t) = Retentionszeit, | = Intensitat, n(Hal) = Haloge-

nierungsgrad

Versuch Brom-Isotopenkluster
t(R) [min] m/z | Isotopen- n(Hal) PC-Vorschlag
[%] verhaltnisse
Extraktion 106,3 241:243 27 100:98
301:303 17 98:100
310:312 11 89:100
342:344 3,7 86:100 Br -
Extraktion, 56 197:199 48 99:100 Br -
Derivatisierung
115 277:279 31 99:100 Br 4-Bromo-
3-nitrobiphenyl
116 246:248 7
261:263 24 100:89
276:278 30 96:100
295:297 5
313:315 8
367:369 4
385:387 6
413:415 11 100:94
428:430 6
460:462 8 Br -
Extraktion - - - - - -
Fraktionierung:
Kohlenwasserstoffe
Derivatisierung
Extraktion 89 239:341 14 100:96 Br -
Fraktionierung:
Aromaten 99 97:99 37 98:100
Derivatisierung 111:113 25 90:100
125:127 19 77:100
153:155 11 94:100 Br -
100 97:99 27 95:100
139:141 12 79:100 Br -
116 111:113 33 100:89
125:127 24 100:94 Br -




Il Experimentelle Arbeiten

Versuch Brom-Isotopenkluster
t(R) [min] m/z | Isotopen- n(Hal) PC-Vorschlag
[%] verhéltnisse
Extraktion 45 151:153 16 100:80 Br -
Fraktionierung:
Heterokomponenten 87 239:241 22 100:88 Br -
Derivatisierung
Extraktion 4 127:129:131 100 77:100:25
Fraktionierung: 142:144:146 6 Bromochloro-
polare Verbindungen 155:157:159 5 essigsaure-
Derivatisierung 186:188:190 3 Br+Cl methylester
u.v.m.
8 92:94 19 93:100
107:109 42 100:100
120:122 17 100:94 Dibromo-
171:173:175 100 52:100:51 essigsaure-
230:232:234 13 52:100:52 2Br methylester
u.v.m.
13 146:148 90 100:39 cl -
16 157:159 48 100:91 Br -
17 123:125 35 100:30
131:133 100 100:32
149:151 33 100:30 Cl
19 129:131 42 100:39
133:135 68 100:35
161:163 100 100:37 Cl
20 157:159 100 100:32
172:174 40 100:30 Cl
22 123:125 100 100:30
151:153 18 100:30
265:267:269 3 90:100:90 cl
23 167:169 46 100:80
182:184 14 100:74 Br -
24 105:107 28 100:51
157:159 15 92:100
183:185 9
191:193 4 Br -
27 111:113:115 54 22:100:34
157:159 17 100:89 Br -
35 161:163 100 100:30
207:208 78 100:23
327:329 10 100:38 cl
36 123:125:127 100 42:100:127



7 Anhang

Versuch Brom-Isotopenkluster
t(R) [min] m/z | Isotopen- n(Hal) PC-Vorschlag
[%] verhaltnisse
133:135:137 28 70:100:40 ClH2Br
37 123:125:127 100 32:100:62 cl -
54 173:175:177 54 100:31:10
179:181:183 32 100:63:15
214:216:218 13 100:84:30
227:229:231:233 5
255:257:259:261 7 ? -
57 245:247 30 100:48
559:561 2 100:97 Br+Cl
59 93:95 100 100:38 cl -
106:108 35 100:55
129:131:133 23 41:100:53 2Br -
177:179:181 27 100:75:41
190:192 13 100:98 Br -
213:215 43 100:99 Br -
221:223:225:227:229 12 66:97:100:84:47
248:250:252 19 74:100:37 ClH+Br -
291:293:295 29 83:100:47
307:309:311:313 19 90:100:39:15 Br -
60 213:215 10 100:100
248:250:252 7
291:293 2
307:309 2 Br -
113 83:85:87 88 50:100:45
97:99:101 41 70:100:25
123:125:127:129 20 20:100:90:30
139:141:143 20 40:100:90
167:169:171 9 90:100 Br -
Extraktion 8 177:179 3
Fraktionierung: 191:193 9
Kohlenwasserstoffe 307:309 2 Br -

Extraktion
Fraktionierung:
Aromaten

Extraktion
Fraktionierung:
Heterokomponenten

Extraktion
Fraktionierung:
polare Verbindungen



Il Experimentelle Arbeiten

Versuch Brom-Isotopenkluster
t(R) [min] m/z | Isotopen- n(Hal) PC-Vorschlag
[%] verhéltnisse

H1.vi

Il.vii Zu Kapitel 4.3.2.2

Tabelle 11.17: Isotopenmuster fiir zwei Tegeler Seewasser Batchtestproben, die durch SAX-
Festphasenextraktion aufgearbeitet wurden: TSEE-SAX-1 =248 d (72,4 ug/L AOBr) und TSEE-
SAX-2 = 367 d (102,7 ug/L AOBr); R(t) = Retentionszeit, | = Intensitat, n(Hal) =
Halogenierungsgrad

TSee-SAX-1 TSee-SAX-2
R(t) m/z Isotopen- R(t) m/z Isotopen-
[min] verhéltnisse n(Hal) [min] verhéltnisse n(Hal)
6 387:389 100:90 7 343:345 100:40
425:427:429 60:100:20 1Br+1Cl 425:427:429 40:100:40 2Br+1Cl
9 375:377:378 45:100:30 2Br 9 269:271 100:94 1Br
13 335:337:339 80:100:40 14 335:337:339 40:100:50
467:469:471:473 30:90:100:30 3Br+1Cl 373:375 100:70 2Br
14 379:381:383 82:100:20 16 337:339:341 100:70:10 2Cl
403:405:407 70:100:15 1Br+1Cl
20 395:397:399 100:70:10
16 337:339:341 100:70:10 253:255:257 50:100:30 2Br+2Cl
403:405 100:82 1Br+2Cl
24 285:287 100:40
19 395:397:399 100:60:10 387:389 100:30 1cl
439:441:443 60:100:15 1Br+2Cl
28 297:299:301 55:100:40
23 349:351:353:355 25:100:55:15 405:407 100:80 2Br
393:395:397 60:100:55 2Br+1Cl
a7 343:345 100:35
25 299:301:303 30:100:40 407:409:411 55:100:45 2Br+1Cl
393:395:397 55:100:30 2Br
48 283:285:287 60:100:10
29 351:353:355 100:65:10 355:357:359 60:100:60 2Br+1Cl
393:395:397:399 20:95:100:20 3Br+2Cl
52 363:365:367 100:55:15
33 299:301 100:30 421:423:425 85:100:55 1Br+2Cl
453:455:457 70:100:20 1Br+1Cl
53 393:395:397 100:60:10
38 343:345:347:349 30:100:85:25 3Br 597:599 100:80 1Br+2Cl
41 365:367:369 100:70:15 57 513:515 98:100 1Br
355:357:359 80:100:30 1Br+2Cl
95 289:291:293 80:100:50
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TSee-SAX-1 TSee-SAX-2
R(t) m/z Isotopen- R(t) m/z Isotopen-
[min] verhaltnisse n(Hal) [min] verhaltnisse n(Hal)
44 343:345 100:30 407:409 100:90 1Br+1Cl
437:439 100:100
363:365:367:369 60:100:40:8 1Br+2Cl 110 537:539:541 80:100:20 1Br+1Cl
47 393:395:397 100:70:15 113 537:539 90:100 1Br
407:409 100:85 1Br+2Cl
116 537:539:541 80:100:50 1Br+1Cl
52 317:319 92:100
431:433:435 100:40:12 1Br+2Cl
53 357:359 100:30
529:531 95:100 1Br+1Cl
56 397:399:401 55:100:30 1Br+1Cl
63 407:409:411 100:70:10
421:423:425 85:100:30 1Br+2Cl
67 353:355 92:100 1Br
77 375:377:379 100:50:10
419:421 100:100 1Br+2Cl
94 289:291:293:295 80:100:60:8
333:335:337 85:100:50 2Br+2Cl
104 459:461 80:100 1Br
110 535:537:539:541:543 30:80:100:20:15 3Br+1Cl
113 537:539:541:543 65:100:40:5 1Br+2Cl
116 537:539:541 60:100:50 2Br
119 565:567:569 65:100:60 2Br
120 348:350 100:35 1Cl
154 331:333 99:100 1Br
158 589:591 100:80 1Br
162 465:467:469 80:100:40 1Br+1Cl




Il Experimentelle Arbeiten

H1.viii Zu Kapitel 4.4.1

Tabelle 11.18: Totzeiten der vier verwendeten Bodensaulen

Nr. Totzeit

[h] [d]
S1 96 4
S7 72 3
S3 96 4
S6 84 3,5

S7

8 —e— AOBr 8 i

. Tot -0~ AOBr+S03| | Totzeit

6 64
o 5 1 T 51
IS) : >
% 4 Durchlauf} = 4
= AOBr 383 Vo Y

e > 5O
<34 ...- < 3 qDurchlauff °
AOBr+S 3
2 - AOBr+SQ@3
2 - = m m m|(moEm m oEEmE E E EE = = oEm=
11 11 aoBr
0 T T T 0 T T
0 100 200 300 0 100 200 300
Zeit [h] Zeit [n]

Bild 11.3: AOBr-Konzentrationen im Ablauf der Sdulen S6 und S7 nach Beschickung mit einer
AOBr-haltigen Probe aus einem Cyanobakterien-Batchtestprobe (39 pg/L AOBr)
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Tabelle 11.19: Konzentration an geléstem organischem Kohlenstoff (DOC), Bromidkonzentration
und spektraler Absorptionskoeffizient SAK,s4 am Saulenausgang der Bodenséaulen S1, S7 und
S3, S6 (ohne SAKs4) nach Aufgabe einer Cyanobakterien-Batchtestprobe (AOBr = 39 ug/L)

Probenahme| DOC Bromid SAK254
Zeit S1 S7 S1 S7 S1 S7
[h] [mg/L] [mg/L] [Hg/L] [Hg/L] [m?1] [m?1]
0 8,0 51 109 126 15 12
12 8,1 51 97 119 15 12
24 6,9 51 102 114 14 13
36 6,3 51 107 130 15 12
48 6,1 5,0 121 122 15 13
60 6,1 5,3 118 125 15 13
72 6,1 51 123 126 14 13
84 6,1 51 122 117 15 12
96 6,1 5,2 118 126 15 13
108 6,0 51 134 123 15 12
120 6,1 51 120 120 15 12
131 6,0 52 119 119 14 12
143 6,0 5,2 127 115 15 12
152,5 6,0 52 127 130 14 12
168 59 6,2 121 121 15 12
176,5 53 129 12
192 5,2 136 13
Probenahme DOC Bromid
Zeit S3 S6 S3 S6
[h] [mg/L] [mg/L] [ug/L] [ug/L]
0 6,2 6,8 114 118
12 6,2 7,1 115 110
24 6,4 6,8 107 110
36 6,5 6,2 103 117
48 5,8 6,5 123 115
54 6,2 7,1 113 104
60 6,3 6,6 109 104
66 5,8 6,9 106 104
72 6,1 6,5 82 108
78 59 6,7 110 114
84 6,3 7,0 110 113
90 6,4 6,6 106 114
96 6,4 6,0 106 119
102 6,0 6,4 114 115
108 6,0 6,4 113 119
114 6,1 6,6 111 119
120 6,6 6,7 98 119
132 6,4 6,3 106 118
144 6,2 6,1 97 115
156 6,5 6,6 110 115
168 6,4 6,7 110 109
192 6,5 6,7 118 117
216 6,4 6,9 120 119
240 6,5 6,8 118 108
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Bild 11.4: GroRenausschlusschromatographie mit organischem Kohlenstoff- Detektor zur
Charakterisierung des geltsten organischen Kohlenstoffs in ausgewahlten Proben am
Saulenausgang der Bodensaule S3 nach Aufgabe einer Cyanobakterien-Batchtestprobe (AOBr
=39 ug/L)



