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Abstract

The presented thesis is the first extensive study on the occurrence of benzothiazoles in municipal
wastewater and their fate during biological treatment. Moreover street runoff, surface water and
wastewater sludge were investigated. Samples were taken from municipal wastewater treatment
plants in Ruhleben (Berlin, Germany) and GaoBeiDian (Beijing, China) and other locations in Berlin.

An analytical method for the quantitative determination of six benzothiazoles, among them
benzothiazole-2-sulfonic acid (BTSA) and 2-methylthiobenzothiazole (MTBT), from complex agueous
samples was developed. The method consists of analyte enrichment by solid phase extraction (SPE)
and analysis by high pressure liquid chromatography (HPLC) combined with electrospray ionization
tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS). Detection limits of quantification in raw wastewater are in
the range of 20-300 ng/L. External sample calibration is used to account for matrix effects and losses
due to SPE. To minimize ionization suppression the flow into the ESI-source is reduced from
500 pL/min to below 100 pyL/min by post-column splitting (PCS).

The mean total concentration of benzothiazoles in municipal wastewater is generally around the
3 pg/L-range and exceeds in some instances 30 pyg/L. BTSA dominates the composition followed by
BT and OHBT. Conventional activated sludge (CAS) treatment could remove ABT, BT, OHBT and
MBT (elimination > 40 %), but elimination of BTSA and MTBT was poor (below 25 %) and in some
cases an increase in concentration (BTSA: +20 %, MTBT: +160 %) in the CAS treatment process was
observed. Even by sophisticated membrane bioreactor (MBR) treatment the elimination of
benzothiazoles was insufficient. Due to the incomplete elimination of benzothiazoles (below 35 % in
total) these substances are discharged by municipal treatment plant effluents into the aquatic
environment where they exhibit considerable long lifetimes.

Emission sources for the release of benzothiazoles into municipal wastewater are largely
unknown. Street runoff is shown to contain high concentrations of benzothiazoles (20-70 pg/L in total)
but did not appear to be the decisive source for the occurrence of benzothiazoles in municipal
wastewater. Positive findings of benzothiazoles in sanitary wastewater from private households
confirm that private households are sources of emission. Yet there is no information on benzothiazoles
used in households or in consumables.

By investigating the microbial degradation of BT, OHBT and MBT by strains of Rhodococcus
subspecies it could be demonstrated that their degradation follows the generally observed degradation
pathway of aromatic compounds and prefers ortho-cleavage. Various metabolites from the
degradation of BT, OHBT and MBT were identified using LC-ESI-MS/MS. However in samples of
influent and effluent of a wastewater treatment plant these metabolites could not be detected.

The presented work shows for the first time that considerable amounts of benzothiazoles are re-
leased into the environment by municipal treatment plant effluents. Especially polar BTSA plays an im-
portant role as it bears the potential to migrate into ground water aquifers. Former investigations syste-

matically underestimated aquatic contamination with benzothiazoles as they did not detect BTSA.






Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die erste umfassende Untersuchung zum Auftreten und Verhalten
von Benzothiazolen in kommunalem Abwasser und deren Elimination wahrend der Abwasser-
behandlung wiedergegeben. Au’erdem wurden Straflenablauf, Oberflachenwasser und Klarschlamm
untersucht. Die untersuchten Proben entstammen den kommunalen Klaranlagen in Ruhleben (Berlin)
und in GaoBeiDian (Beijing, China) sowie weiteren Kompartimenten in Berlin.

Fur die Untersuchungen wurde eine Analysenmethode fir die quantitative Bestimmung von
sechs Benzothiazolen, darunter Benzothiazol-2-sulfonsdure (BTSA) und 2-Methylthiobenzothiazol
(MTBT), in wassrigen Proben mit komplexer Matrix ausgearbeitet. Die Methode umfasst eine Anrei-
cherung der Analyte mittels Festphasenextraktion (SPE) und Analyse der Extrakie mittels
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC), kombiniert mit Electrospray-lonisierung-Tandem-
Massenspektrometrie (ESI-MS/MS). Das Quantifizierungslimit der Benzothiazole in Rohabwasser liegt
im Bereich von 20-300 ng/L. Wiederfindungsverluste wahrend der SPE und Matrixeffekte werden
durch Quantifizierung Uber externe Kalibration in Probenmatrix berlcksichtigt. Matrixeffekte werden
ferner durch Volumenreduktion des ESI-Flusses mittels post-column splitting (PCS) minimiert.

Die mittlere Gesamtkonzentration von Benzothiazolen in kommunalem Abwasser liegt bei 3 pg/L,
in Einzelfallen bei bis zu 30 pg/L. BTSA dominiert die Benzothiazolzusammensetzung, gefolgt von BT
und OHBT. Die Elimination von ABT, BT, OHBT und MBT durch konventionelle Belebtschlamm-
behandlung (CAS) ist gut und betragt Gber 40 %, doch die Entfernung von BTSA und MTBT ist
schlecht (unter 25 %) bzw. deren Konzentration nimmt wahrend der Abwasserbehandlung teilweise
sogar zu (+20 % BTSA; +160 % MTBT). Auch bei der Abwasserbehandlung mit Membranbioreaktoren
(MBR) blieb die Elimination unvollstandig. Durch unvollstdndige Entfernung (weniger als 35 %
Gesamtelimination) gelangen diese Stoffe Uber den Klarlauf in die Umwelt, wo sie eine beachtliche
mikrobielle Stabilitat aufweisen.

Die Emissionsquellen fir den Eintrag der untersuchten Stoffe in kommunales Abwasser sind
weitgehend unklar. In Straflenablauf wurden hohe Konzentrationen detektiert (Gesamtkonzentration
20-70 ug/L), doch scheint Stralenablauf nicht die primare Quelle fir das Auftreten von
Benzothiazolen in kommunalem Abwasser zu sein. Positive Benzothiazolbefunde in rein hauslichem
Abwasser belegen die Emission von Benzothiazolen durch Privathaushalte, doch zur Verwendung von
Benzothiazolen im Haushalt bzw. in Haushaltsprodukten liegen keine Informationen vor.

Durch Untersuchung des mikrobiellen Abbaus von BT, OHBT und MBT mit Mikroorganismen der
Gattung Rhodococcus konnte dargelegt werden, dass der Abbau dieser Benzothiazole dem
allgemeinen Aromatenabbau unter ortho-Spaltung des Aromaten folgt. Verschiedene Metabolite des
Abbaus von BT/OHBT und MBT wurden mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert. In Proben von Zu- und
Ablauf einer Klaranlage konnten diese Metabolite jedoch nicht detektiert werden.

Zum ersten Mal wird gezeigt, dass bedeutende Mengen Benzothiazole mit Klarlauf kommunaler
Klaranlagen in die Umwelt entlassen werden. Besonders das polare BTSA ist hierbei von Bedeutung,
da es das Potential birgt in Grundwasserleiter zu migrieren. Frihere Untersuchungen haben BTSA

nicht erfasst und unterschatzten die Benzothiazolbelastung systematisch.
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Haufig benutzte Abklirzungen

Allgemeine Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung
av arithmetischer Mittelwert (engl.: average)
Beij Kennzeichnung von Proben der Klaranlage GaoBeiDian in Beijing, China
BMBF Bundesministerium fir Bildung und Forschung
BOD+o biologischer Sauerstoffbedarf in 10 Tagen (engl.: biological oxygen demand)
C12D Catechol-1,2-Dioxygenase
C23D Catechol-2,3-Dioxygenase
CAS konventionelle Abwassgrbehandlung mit Belebtschlamm
(engl.: conventional activated sludge)
CE Kollisionsenergie (engl.: collision energy)
CoA Coenzym A
CSB chemischer Sauerstoffbedarf
CcVv Konusspannung (engl.: cone voltage)
DIN Deutsches Institut fir Normung
DOC geloster organischer Kohlenstoff (engl.: dissolved organic carbon)
ECso Konzentration, bei der 50 % der Versuchsorganismen eine Veranderung aufweisen
EIC lonenstrom einzelner Massen (engl.: extracted ion chromatogram)
EPA Environmental Protection Agency (Umweltbehdrde der USA)
ESI Electrospray-lonisierung (engl.: electrospray ionization)
GAC granulierte Aktivkohle (engl.: granulated activated carbon)
GC Gaschromatographie
HLB hydrophilic-lipophilic balance (engl.)
HPLC Hochleistungsflissigchromatographie (engl.: high pressure liquid chromatography)
ID Innendurchmesser
IDL Instrumentelles Detektionslimit
IP-Chromatographie lonenpaar-Chromatographie
LC Flissigchromatographie (engl.: liquid chromatography)
LCso Konzentration, die auf 50 % der Versuchsorganismen letal wirkt
LLE Flussig-flussig-Extraktion (engl.: liquid-liquid-extraction)
LOD Detektionslimit der gesamten Methode (engl.: limit of detection)
log Kow Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient; dekadischer Logarithmus
LOQ Quantifizierungslimit der gesamten Methode (engl.: limit of quantification)
Lsg Lésung
m/z Verhaltnis von Masse zu Ladung eines ionisierten Molekuls
MAK Maximale Arbeitsplatzkonzentration
MBR Membranbioreaktor
MRM multiple reaction monitoring mode (engl.)
MS Massenspektrometrie
MS/MS Tandem-Massenspektrometrie
NMR Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance)
PACI Poly-Aluminiumchlorid (Flockungsmittel)
PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
PCS post-column splitting (engl.)
pPKa negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstanten
pko negativer dekadischer Logarithmus der Basekonstanten



Xvi Haufig benutzte Abkirzungen
Fortsetzung
Abkurzung Bedeutung
R Responsefaktor
raw Rohabwasser (engl.: raw wastewater)

RP-Chromatographie
rsd

Ruhl1

Ruhl2
S/N-Verhaltnis
Sché

sd

SDB

Std-Add

TIC

TOF-MS

TS

Umkehrphasen-Chromatographie (engl.: reversed phase)

Relative Standardabweichung (engl.: relative standard deviation)

erste Beprobungsserie auf dem Klarwerk Ruhleben

zweite Beprobungsserie auf dem Klarwerk Ruhleben

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (engl.: signal to noise ratio)

Kennzeichnung von Proben der Klaranlage Schonerlinde, Berlin

Standardabweichung (engl.: standard deviation)

Styrol-Divinylbenzol
Standard-Addition

Totalionenstrom (engl.: total ion chromatogram)

time-of-flight-Massenspektrometer

Trockensubstanz

Abkirzungen chemischer Substanzen

Acronym Chemische Bezeichnung (Verweis auf Struktur)
2,6-diOHBT 2,6-Hydroxybenzothiazol (Abbildung 3-8, S. 27)
24MoBT 2-(4-Morpholinyl)benzolthiazol (Tabelle 3-1, S. 7)
ABT 2-Aminobenzothiazol (Anhang, Tabelle 12-2, S. VII)
ACN Acetonitril
BT Benzothiazo (Anhang, Tabelle 12-2, S. VII)
BTCA Benzothiazol-6-carbonsaure
BTSA Benzothiazolsulfonsaure (Anhang, Tabelle 12-1, S. VI)
CBS (Synonym NCBSA) N-Cyclohexyl-2-benzothiazolsulfenamide (Tabelle 3-1, S. 7)
DCBS N,N-Dicyclo-2-benzothiazylsulfenamid (Tabelle 3-1, S. 7)
EtOH Ethanol
GSH Glutathion
MBS (Synonym MoTBT) 2-Morpholinothiobenzothiazol (Tabelle 3-1, S. 7)
MBT 2-Mercaptobenzothiazol (Anhang, Tabelle 12-1, S. VI)
MBTS Benzothiazolyldisulfid (Tabelle 3-1, S. 7)
MeBT 2-Methylbenzothiazol
MeOH Methanol
MoTBT Morpholinothiobenzothiazole (Tabelle 3-1, S. 7)
MoTBT (Synonym MBS) 2-Morpholinothiobenzothiazol (Tabelle 3-1, S.7)
MTBT 2-Methylthiobenzothiazol (Anhang, Tabelle 12-2, S. VII)
NCBA N-Cyclohexyl-2-benzothiazolamine (Tabelle 3-1, S. 7)
NCBSA (Synonym CBS) N-Cyclohexyl-2-benzothiazolsulfenamide (Tabelle 3-1, S. 7)
NH,OAc Ammoniumacetat
OHBT 2-Hydroxybenzothiazol (Anhang, Tabelle 12-1, S. VI)
TBBS N-tert-Butyl-2-benzothiazolylsulfenamid (Tabelle 3-1, S.7)
TCMTB Thiocyanomethylthiobenzothiazol (Abbildung 3-7, S. 24)
ZMBT Zink-2-mercaptobenzothiazol (Tabelle 3-1, S. 7)
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1 Hintergrund

Polare gegeniiber unpolaren Wasserkontaminanten
Vor dem weit verbreiteten analytischen Einsatz von HPLC und seit ca. 10 Jahren von HPLC-MS

standen unpolare Umweltchemikalien im Fokus von Untersuchungen. Zum einen waren diese Stoffe
mittels den damals gangigen GC-Techniken gut analysierbar und zum anderen hatte man das
Gefahrdungspotential unpolarer Stoffe erkannt, die in Abhangigkeit ihres hydrophoben Charakters ein
hohes bis sehr hohes Bioakkumulationspotential bergen, das zu einer Anreicherung dieser Stoffe in
der Nahrungskette fiihrt. Darlber hinaus ist die Bioverfiigbarkeit unpolarer Stoffe aufgrund ihrer
Eigenschaft, stark an Oberflachen und organisches, partikuldres Material zu sorbieren, gering, was oft
mit einem schlechten biologischen Abbau solcher Stoffe einhergeht. Die positiven Aspekte der
Sorption unpolarer Umweltkontaminanten an Partikel sind deren gute Entfernung bei der Abwasser-
behandlung tber den Schlamm und eine daraus resultierende geringe Konzentrationen dieser Stoffe
in der Wasserphase (Abbildung 1-1).
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Abbildung 1-1: Verhalten und Entfernung unpolarer organischer Stoffe im Wasserkreislauf (Abbildung nach einer
Vorlage aus einer Prasentation von Thorsten Reemtsma 2004).

Polare Umweltkontaminanten sind demgegeniber in aquatischen Systemen sehr mobil und
zeigen nur geringe Neigung zur Sorption an partikularem Material. Da sie als geldste Stoffe in der
Wasserphase vorliegen, ist ihre Bioverfiigbarkeit hoch. Sind Umweltkontaminanten jedoch polar und
gleichzeitig schlecht biologisch abbaubar, so werden sie durch die konventionelle Abwasser-
behandlung mit Belebtschlamm oft nur unzureichend entfernt und in die Umwelt freigesetzt. Dort
erfolgt zwar eine Verdinnung, aber aufgrund ihrer hohen Mobilitédt kdnnen die Stoffe ins Grundwasser
gelangen. Aktuelle Verfahren zur Trinkwassergewinnung kénnen zwar auch polare Organika teilweise
entfernen (z. B. kdnnen polare Aromaten teilweise mit Aktivkohlefilter entfernt werden), sind aber oft
nicht speziell dafir konzipiert. Eine Migration polarer Organika aus Oberflachenwasser Uber eine
Bodenpassage ins Grundwasser und weiter durch die Trinkwasseraufbereitung ins Trinkwasser ist
daher nicht auszuschlieen (Abbildung 1-2). Diese Problematik erfahrt derzeit eine groRe Beachtung,

und das Auftreten einiger polarer organischer Stoffe in Leitungswasser wurde bereits gezeigt.
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Besonders bei der Trinkwassergewinnung in Berlin birgt das Auftreten polarer, persistenter
organischer Verbindungen Risiken, da ein grolRer Teil des zu Trinkwasser aufbereiteten Rohwassers
Uber Uferfiltration aus Oberflachengewassern gewonnen wird und einige Oberflachengewasser in und
um Berlin als Vorfluter zur Einleitung von Klarlauf der kommunalen Abwasserbehandlung fungieren.
Dadurch entsteht ein teilgeschlossener Wasserkreislauf, wie er schematisch in Abbildung 1-1 und
Abbildung 1-2 dargestellt ist.
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Abbildung 1-2: Verhalten polarer organischer Stoffe im Wasserkreislauf (Abb. nach einer Vorlage aus einer
Prasentation von Thorsten Reemtsma 2004).

Waéhrend der biologischen Abwasserbehandlung kommt es zum vollstdndigen Abbau eines Teils
der organischen Wasserinhaltsstoffe (Mineralisation). Erfolgt die Entfernung organischer Stoffe jedoch
nur durch Transformation in einen anderen Stoff, so wird dies Primarabbau genannt. Durch die
Bestimmung von Summenparametern wie der CO,-Entwicklung, des O,-Verbrauches oder der DOC-
Abnahme kann ermittelt werden, ob wahrend der biologischen Abwasserbehandlung Mineralisation
oder Primarabbau stattfindet bzw. wie hoch der jeweilige Anteil ist. Die spezifische Erfassung und
Identifizierung von Transformationsprodukten, meist haben diese polaren Charakter, war bis vor
wenigen Jahren aufgrund des Fehlens geeigneter Analysenmethoden oft nicht mdglich.
Transformationsprodukten sollte jedoch Beachtung geschenkt werden, denn sie kdnnen toxischer sein
als die Ausgangsstoffe (wenngleich dieser Fall selten ist) und/oder koénnen weniger gut
transformierbar sein als die urspringlichen Verbindungen, was die oben beschriebenen

Konsequenzen zur Folge hat.

Benzothiazole als Wasserkontaminanten
Untersuchungen von Gerbereiabwasser zeigten, dass dieses verschiedene Benzothiazole

(Mercaptobenzothiazol (MBT), Methylthiobenzothiazol (MTBT), Benzothiazol (BT), Benzothiazol-
sulfonsaure (BTSA)) in hoher Konzentration enthalt. Die Quelle war unschwer zu finden, da beim
Gerben von Leder gro’e Mengen des Fungizids Thiocyanomethylthiobenzothiazol (TCMTB) einge-
setzt werden. Erstaunlicherweise jedoch wurde kein TCMTB im Abwasser nachgewiesen, sondern nur
noch dessen Transformationsprodukte. Diese erwiesen sich teilweise als schlecht abbaubar, traten in

behandeltem Abwasser auf und wurden mit diesem in die aquatische Umwelt freigesetzt.
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Recherchen zum Auftreten von Benzothiazolen in der aquatischen Umwelt ergaben, dass in GC-
MS-screening-Untersuchungen von Klaranlagenablaufen, Oberflachenwassern und Sedimenten regel-
maRig Benzothiazole gefunden wurden (BT, MTBT u. a.), was sich nur teilweise auf Gerbereien oder
die Gummiindustrie, in welcher Benzothiazole in groBem Umfang verwendet werden, zurlckflihren
lieR. Das ubiquitare Auftreten von Benzothiazolen legte die Vermutung nahe, dass Benzothiazole ein
weites Anwendungsspektrum haben, dessen Umfang bis heute lediglich bruchstlickhaft geklart ist.

Das Auftreten einiger Transformationsprodukte von industriell eingesetzten Benzothiazolen in der
Umwelt wurde zwar registriert, da aber die analytischen Methoden auf GC-Techniken und weniger
empfindliche HPLC-Techniken limitiert waren, beschrankte sich das Spektrum der in Umweltproben
nachweisbaren Benzothiazole auf BT und MTBT und einige weitere, unpolarere Benzothiazole. Labor-
versuche zum Abbau von Benzothiazolen, die mit héheren Konzentrationen durchgefiihrt wurden,
wiesen gleichwohl darauf hin, dass noch weitere Transformationsprodukte, die polarer als BT und
MTBT sind, entstehen. Dabei ist nicht bekannt, ob die bisher detektierten Transformationsprodukte ein
nahezu vollstandiges Bild der wichtigsten Metabolite abgeben oder ob diese nur einen Teil der
tatsachlich gebildeten Metabolite darstellen.

Fir die Uberpriifung des Auftretens polarer Metabolite in Umweltproben fehlten bis vor kurzem
die analytischen Methoden, sodass sich bisherige Untersuchungen zum Auftreten von Benzothiazolen
auf den Nachweis unpolarer Benzothiazole und Benzothiazolmetabolite beschrankten. Erst durch
Anwendung einer LC-ESI-MS/MS-Analysenmethode war es moglich, in industriellem Abwasser auch
sehr polare Benzothiazolmetabolite, wie z. B. BTSA, zu erfassen. Einige Untersuchungen hinsichtlich
des Auftretens polarer Benzothiazole in industriellen Abwassern liegen seitdem vor, kommunale

Abwasser konnten hingegen bislang nicht untersucht werden.
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2 Zielsetzung

Dass Benzothiazole aufgrund ihres unvollstandigen Abbaus in Ablaufen industrieller Klaranlagen
enthalten sind, ist seit einiger Zeit bekannt. Untersuchungen von Stichproben kommunalen Abwassers
geben Grund zur Annahme, dass Benzothiazole regelmafig auch in stadtischem Abwasser auftreten.
Die derzeitigen Analysenmethoden sind jedoch nicht in der Lage, Benzothiazole mit ausreichender
Richtigkeit und Prazision in aquatischen Proben in Konzentrationsbereichen im unteren pg/L- bzw.
Sub-pg/L-Bereich zu bestimmen. Aus diesem Grund liegen nahezu keine Daten hinsichtlich des
Auftretens von Benzothiazolen in kommunalem Abwasser vor. Ferner beschranken sich bisherige
Untersuchungen zumeist auf Benzothiazole, die mittels GC-Techniken bestimmbar sind. Polare
Benzothiazole werden bislang nur in wenigen Studien erwahnt, obgleich deren Bedeutung hoch ist, da
die meisten mikrobiellen Transformationsprodukte polarer sind als ihre Ausgangssubstanzen.

Zentrales Ziel der Arbeit war die Erweiterung des Kenntnisstandes zum Auftreten von
Benzothiazolen in kommunalem Abwasser und deren Verhalten wahrend der Abwasserbehandlung.
Dabei muss selbstverstandlich auch auf die Frage nach den Quellen des Eintrags und dem Schicksal
von Benzothiazolen nach deren Freisetzung in Oberflachengewasser eingegangen werden.

Zur Untersuchung entsprechender Proben ist die Entwicklung einer leistungsfahigen Analysen-
methode, basierend auf LC-ESI-MS/MS, notwendig, die es ermdglicht, das Auftreten einer Gruppe
maRig polarer bis sehr polarer Benzothiazole (Benzothiazolsulfonsaure (BTSA), Mercaptobenzothiazol
(MBT), Hydroxybenzothiazol (OHBT), Aminobenzothiazol (ABT), Benzothiazol (BT) und
Methylthiobenzothiazol (MTBT)) in verschiedenen aquatischen Kompartimenten zu analysieren.

Da die in Abwasser und folglich auch in geklartem Abwasser enthaltenen Benzothiazole nahezu
ausnahmslos Transformationsprodukte der industriell eingesetzten Stoffe sind, soll der Detektion und
Identifikation mdglicher weiterer Transformationsprodukte Beachtung geschenkt werden.
Insbesondere stellt sich hier die Frage, ob noch weitere, bislang unerkannte und zugleich relevante
Transformationsprodukte im Abbau von Benzothiazolen existieren, die in das Analytspektrum

aufgenommen werden missen.
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3 Grundlagen zur Stoffklasse der Benzothiazole

Benzothiazole sind Stoffe, deren Grundgeriist aus einem heterocyclischen, aromatischen
Bicyclus besteht (Abbildung 3-1). Sowohl der Benzolring als auch der Thiazolring kdnnen substituiert

sein.
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Abbildung 3-1: Grundstruktur der Benzothiazole.

Benzothiazolderivate sind Strukturbestandteil einer Vielzahl von natirlichen Produkten wie z. B.
Aromastoffen von Lebensmitteln wie Teeblatter, Beeren (Cranberry), Wein u.a. (De Wever &
Verachtert 1997; Bellavia et al. 2000). Die Bildung von Benzothiazolen kann auf fermentative Weise
erfolgen (Seifert & King 1982; Gallois et al. 1990; Stierle et al. 1991). Bei der Biolumineszenz des
Leuchkafers spielt das Benzothiazol Luciferin eine zentrale Rolle (Lehninger 1987; Day et al. 2004). In
der so genannten Hetero-PAK-Fraktion sind Benzothiazole ferner in Rohdl enthalten (Li et al. 2001).

Bekannt geworden sind Benzothiazole nicht aufgrund ihres natlrlichen Vorkommens, sondern
aufgrund ihres weit verbreiteten Einsatzes in zahlreichen industriellen Fertigungsprozessen und als
Zusatz zu verschiedenen Produkten und dem daraus resultierenden, anthropogenen Eintrag in die
Umwelt, wo Benzothiazole in verschiedenen Kompartimenten gefunden wurden (s. u.).

Entsprechend der Produktionsmengen (in den 1980er-Jahren ca. 38 000 t/a in Westeuropa (BUA
1991)) gehoren die Benzothiazole zur Klasse der so genannten high-production-volume chemicals. In
Deutschland werden kaum Benzothiazole produziert. Demgegeniber steht jedoch ein geschatzter
Gesamtverbrauch in Deutschland von mehr als 6 000 t/a (Erhebung im Jahr 1990 fur MBT, dessen
Salze, MBTS und Benzothiazolsulfenamide) (BUA 1991).

3.1 Industrielle Anwendungsgebiete

3.1.1 Ubersicht

Der Uberwiegende Teil aller produzierten Benzothiazolderivate findet Einsatz in der Gummi-
industrie, wo MBT-Derivate als Vulkanisationsbeschleuniger zugesetzt (BUA 1991) werden (Details
zur Gummiproduktion s. u.).

Aufgrund ihrer mikrobioziden Eigenschaften werden Benzothiazole in weiteren industriellen
Prozessen eingesetzt: TCMTB dient als Fungizid in der Lederindustrie (Fowler et al. 1987; Gattner et
al. 1988) und bei der Konservierung von Holz, wo es als Substitut fir das seit den 1980er-Jahren nicht
mehr eingesetzten Pentachlorphenol dient (Kennedy 1986; Daniels & Swan 1987; Brownlee et al.
1992). Zur Konservierung von Holz wird TCMTB vor allem in Kanada eingesetzt, in Deutschland ist
dessen Verwendung weniger ublich (BUA 1991). Seit dem EU-Verbot von zinnhaltigen Boots-
anstrichen dient TCMTB als Fungizid in Farben und Anstrichen im Schiffsbereich (Thomas et al. 2002;
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Konstantinou & Albanis 2004). Nach Angaben der Pesticide Database des Pesticide Action Network
(Pesticide Action Network 2004) und Lacorte et al. (Lacorte et al. 2003) werden TCMTB-
Formulierungen oder das Na-Salz von MBT den Pulpen bei der Papierherstellung zugesetzt wo diese
die Schleimbildung unterbinden und zum Korrosionsschutz der Anlagen beitragen.

Aufgrund seiner antikorrosiven Eigenschaften wird MBT sowohl Kiihlschmierstoffen (Bohr- und
Schneidedle) (BUA 1991) als auch KuhImitteln in Kihlkreislaufen zugegeben. Letzterer Punkt betrifft
industrielle Kuihlsysteme (Hahn 1993) und auch Kiihlflissigkeiten von PKWs (Reddy & Quinn 1997).

Ein weiteres bekanntes Benzothiazol ist das in der Landwirtschaft als Herbizid ausgebrachte
Methabenzthiazuron (Wallndfer et al. 1976; Baez et al. 2003; Malouki et al. 2003). Bedeutung kommt
diesem Benzothiazolderivat zu, da es direkt in die Umwelt eingebracht wird. Verglichen jedoch mit den
Mengen an Benzothiazolen, die in der Gummiindustrie eingesetzt werden, sind die Verbrauchs-
mengen von Methabenzthiazuron gering (ca. 150 kg/a in Deutschland (BUA 1991)).

Benzothiazole, besonders ABT, sind ferner Ausgangsstoffe fir die Synthese von Azofarbstoffen
(Towns 1999; Humphreys et al. 2003).

In jingster Zeit haben Benzothiazole als Strukturbestandteil von Anti-Tumor-Pharmaka Aufmerk-
samkeit erregt (Bradshaw et al. 2001). Als bekanntestes Praparat wird DF203 (2-(4-Amino-3-phenyl)-
benzothiazol) genannt, mit welchem bereits in vitro- und in vivo-Studien durchgefihrt werden.

Neben den vorgenannten Haupteinsatzgebieten gibt es noch eine Reihe weniger bedeutender
Verwendungen von Benzothiazolen mit geringem stofflichem Umsatz. So dient beispielsweise MBT
als Stabilisator von Filmemulsionen im Photobereich, als Sammler bei der Flotation von Erzen, als
Fallungsmittel bei der quantitativen Analyse von Schwermetallsalzen sowie als Hilfsstoff bei der
elektrochemischen Beschichtung von Metalloberflachen (BUA 1991). Aufgrund seines hohen Siede-
punktes wird BT (Sdp. 231 °C) gelegentlich als Losungsmittel fiir bei hohen Temperaturen ablaufende
chemische Reaktionen eingesetzt und dient als Ausgangsstoff fiir die Synthese von

Spiroverbindungen (Roempp 1995).

Die Grundlagen der Gummiproduktion werden an dieser Stelle naher beschrieben, da hier der

Grolteil aller produzierten benzothiazolischen Verbindungen verarbeitet wird.

3.1.2 Gummiproduktion
Seit der Entdeckung von MBT im Jahr 1921 (Engels et al. 1993) sind dessen Derivate die am

haufigsten verwendeten Vulkanisationsbeschleuniger. Zum Einsatz kommen MBT, MBTS, Zink-MBT-
Salze und MBT-Sulfenamide. Tabelle 3-1 enthalt eine Ubersicht der wichtigsten benzothiazolischen
Vulkanisationsbeschleuniger. Neben den Vulkanisationsbeschleunigern werden der Kautschuk-
mischung noch Schwefel, Zinkoxid, Fettsaure und Amine zugesetzt. Bei Sulfenamiden wird bei der
Vulkanisation die labile S-N-Bindung, bei MBTS die S-S-Bindung gespalten, der weitere
Vernetzungsprozess lauft analog der Vulkanisation mit MBT ab (BUA 1991).
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Tabelle 3-1: Benzothiazolische Vulkanisationsbeschleuniger und zwei in Formulierungen von
Beschleunigern enthaltene Nebenprodukte.
Angegeben sind die chemische Bezeichnung, das gebrauchlichste Akronym und die CAS-Nummer.

Bei der Gummiproduktion eingesetzte Vulkanisationsbeschleuniger

2-Mercaptobenzothiazol

N
MBT >\— SH
149-30-4 S
Benzothiazolyldisulfid N S
MBTS >\—s—5—\<
120-78-5 S N
) . N
Zink-2-mercaptobenzothiazol _
ZMBT ©i \>—S
155-04-4 S
N-Cyclohexyl-2-benzothiazolylsulfenamid N N
NCBSA (Synonym: CBS) M—s—NH
95-33-0 S

2-Morpholinothiobenzothiazol
MoTBT (Synonym MBS)

102-77-2

N-tert-Butyl-2-benzothiazolylsulfenamid
TBBS
95-31-8

N
\4\ _ / \
@S ° N\—/O

N H
L+
S ><
N,N-Dicyclo-2-benzothiazylsulfenamid N Q
DCBS N\ o
4979-32-2 Ej: y—sN

Verunreinigungen in Formulierungen von Vulkanisationsbeschleunigern

N-Cyclohexyl-2-benzothiazolamin

N
NCBA >\—NH4<:>
028291-75-0 S
2-(4-Morphlinyl)benzothiazol

N / \
24MoBT >\—N 0
4225-26-7 s __/

Die Gummivulkanisation mit Beschleunigern ist komplex und besteht aus mehreren
konkurrierenden Reaktionen. Abbildung 3-2 zeigt in vereinfachter Form die grundlegenden, bei der
Vulkanisation von Gummi mit MBT ablaufenden Reaktionen: Bei einer Temperatur von 100-250 °C
wird zunachst MBT durch ZnO unter Bildung eines Beschleuniger-Zink-Komplexes aktiviert (Abbildung
3-2 (i)). Durch Einbau weiterer Schwefelatome wird ein Beschleuniger-Schwefel-Komplex (ii) gebildet.
Dieser Komplex reagiert mit dem Kautschukpolymer, bevorzugt mit allylstandigen C-Atomen (iii). Die
Weiterreaktion und Ausbildung einer polysulfidischen Quervernetzung (iv) erfolgt nur in Anwesenheit
weiterer Beschleuniger-Zink-Komplexe. Der Beschleuniger-Zink-Komplex ermdglicht nicht nur die

Ausbildung einer polysulfidischen Quervernetzung, sondern bewirkt auch die Verkirzung der
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Polysulfidkette und die Bildung von monosulfidischen Quervernetzungen (v). Neben der Bildung von
monosulfidischen Quervernetzungen kommt es noch zu einer Reihe weiterer Nebenreaktionen, auf
die hier nicht weiter eingegangen wird (BUA 1991; Engels et al. 1993). MBT kann im Zuge der
Vulkanisation als Seitenkette (pending group) oder inkorporiert ins Polymer eingebaut werden (BUA
1991). Als benzothiazolische Nebenprodukte entstehen bei der Vulkanisation BT und MBTS.

R R
HN R
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HN R HN R
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Abbildung 3-2: Hauptreaktionen bei der Vulkanisation von Gummi beim Einsatz von MBT-Derivaten als
Beschleuniger.

Mit Beschleunigern lassen sich Vulkanisationsprozess und -grad besser steuern. Im Detail
erhdhen sie die Quervernetzung und ermdglichen dadurch kirzere Reaktionszeiten, wobei gleichzeitig
eine effizientere Ausnutzung des eingesetzten Schwefels erreicht wird und unerwiinschte Neben-
reaktionen verringert werden. Auflerdem erfolgt die Vulkanisation bei geringerer Temperatur, was den
Prozess 6konomischer macht. Die Gefahr der Schadigung des Gummis durch hohe Temperatur wird
vermieden und Alterungsprozesse des Produktes werden verzdgert (Engels et al. 1993).

Kautschukmischungen werden bei der Gummiproduktion 0,25 bis 1 % MBT zugesetzt. Der
Stoffumsatz bei Vulkanisationsprozessen hangt von den Reaktionsbedingungen ab, bleibt aber gering
und liegt teilweise unter 55 % (BUA 1991). Untersuchungen zum Gehalt von nicht gebundenem MBT
in Kautschukmischungen nach der Vulkanisation ergaben Werte von Uber 65 % des eingesetzten
MBT (BUA 1991). In den 1980er-Jahren lag die Produktion von Benzothiazolderivaten, die zur
Gummiherstellung eingesetzt wurden, in Westeuropa bei ca. 38 000 t pro Jahr (BUA 1991), in den
USA in ahnlicher GréRenordnung (Mark et al. 1982).

Benzothiazole koénnen durch wassrige Extraktion aus Gummiartikeln ausgewaschen werden.
Dies spielt besonders bei Reifengummi eine Rolle. Durch Abnutzung wird Reifenabrieb in die Umwelt
freigesetzt. Durch die grof3e Oberflache des Abriebs ist der Extraktionsgrad, der durch Niederschlage
erfolgt, sehr hoch (s. u.). Eine Schatzung aus dem Jahr 1989 beziffert die jahrliche in Deutschland
anfallende Menge Reifenabrieb auf 75000t (BUA 1991). Das Altgummiaufkommen in Deutschland
lag 1988 bei ca. 900 000 t (BUA 1991), wovon ca. 50 % Reifengummi sind.



Grundlagen zur Stoffklasse der Benzothiazole 9

3.2 Physikalische und chemische Eigenschaften von
Benzothiazolen

3.2.1 Stabilitat von Benzothiazolen
Bei den industriell eingesetzten Benzothiazolen handelt es sich vorwiegend um MBT, TCMTB

und Benzothiazolsulfenamide. TCMTB sowie Benzothiazolsulfenamide sind sehr reaktionsfreudig und
werden bei oder nach deren Einsatz rasch transformiert. Beispielsweise wird TCMTB in alkalischem
Medium oder durch Photolyse (Brownlee et al. 1992; Reemtsma et al. 1995) zu MBT und BT
hydrolysiert. Aufgrund schneller Hydrolysereaktionen konnte bei der Lederherstellung eingesetztes
TCMTB bereits im Zulauf zur industriellen Klaranlage der Gerberei nicht mehr detektiert werden,
jedoch TCMTB-burtige Transformationsprodukte (Reemtsma et al. 1995).

Die bei der Gummiproduktion eingesetzten Benzothiazolsulfenamide =zersetzen sich bei
Vulkanisationstemperaturen von 100-250 °C unter Bildung von MBT (BUA 1991). Aul3erdem sind
Benzothiazolsulfenamide empfindlich gegenliber Wasser, worin sie unter Abspaltung des Amins zu
MBTS, der Sulfinsaure (BT-S-OOH) oder der Sulfonsaure (BTSA) von MBT reagieren (Spies et al.
1987; BUA 1991).

MBT ist stabiler als die Sulfenamide oder TCMTB und weniger hydrolyseempfindlich. Jedoch
neigt MBT aufgrund der freien SH-Gruppe zu Oxidationsreaktionen unter Bildung von Mercapto-
benzothiazolyldisulfid (MBTS). Weiterhin wird MBT photochemisch transformiert. Unter simulierten
Umweltbedingungen reagiert MBT in wassriger Losung in erster Linie zu BT und OHBT (Malouki et al.
2004). In organischen Lésungsmitteln dimerisiert MBT zu MBTS und unter Verwendung wasser-
mischbarer Losungsmittel (MeOH, EtOH, ACN) lauft die photochemische Reaktion unter Oxidation der
Schwefelatome von MBTS weiter, wobei als Endprodukt BTSA entsteht (Parkanyi & Abdelhamid
1985). Zur photochemischen Dekomposition von MBT existieren noch weitere Arbeiten, bei welchen
die photochemische Reaktion mit TiO, als Katalysator (Habibi et al. 2001), H,O, (Andreozzi et al.
2001) oder durch den Fenton-Prozess (Andreozzi et al. 2001) unterstitzt wird.

BT wird durch photochemische Prozesse nur schlecht transformiert (Andreozzi et al. 2001).
Hingegen erfolgt nach Unterstitzung der Reaktion mit H,O, rasche, nahezu vollstandige Transfor-
mation von BT innerhalb von wenigen Minuten (Andreozzi et al. 2001).

Zu den Benzothiazolen BTSA, MTBT, ABT und OHBT liegen keine detaillierten Informationen

bezlglich ihres photochemischen Verhaltens vor.

3.2.2 Polaritat von Benzothiazolen
Polaritat und Lipophilie sind grundlegende Grofien zur Beurteilung der Mobilitat von Stoffen in der

aquatischen Umwelt sowie des Bioakkumulationspotentials. Benzothiazole kénnen je nach der Art der
funktionellen Gruppen sehr unterschiedliche Polaritat haben. In Tabelle 3-2 sind pK,- und log Kow-
Werte von sechs Benzothiazolen aufgelistet. Der obere Teil der Tabelle enthalt Werte, die mittels der
Software ACD/Labs (Advanced Chemistry Development Inc. 1994-2002) berechnet wurden. Der
untere Teil der Tabelle enthalt weitere in der Literatur publizierte pK,- und log Kow-Werte. Wie zu
erkennen, konzentrierten sich Untersuchungen in der Vergangenheit auf MBT. Die Daten sind teil-
weise experimentell ermittelt, berechnet oder geschatzt (weitere physikalische und chemische Daten

im Anhang Kapitel 12). Nur teilweise lasst sich im Detail nachvollziehen, wie und unter welchen
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Bedingungen die Daten ermittelt wurden. Die teilweise recht grolen Schwankungen der Werte sind
vermutlich auf unterschiedliche Versuchs- bzw. Ausgangsbedingungen und auf die Messgenauigkeit

zurlckzufihren.

Tabelle 3-2: Werte fir pKa, pKy und logKow fiir sechs Benzothiazole.

Oberer Tabellenteil: Daten aus der Datenbank von (CAS database 2002). Die Werte wurden mittels der Software
ACD/Labs (Advanced Chemistry Development Inc. 1994-2002) berechnet. Unterer Tabellenteil: weitere Werte
aus unterschiedlichen wissenschaftlichen Quellen.

BTSA MBT OHBT ABT BT MTBT

berechnente Daten
(Advanced Chemistry Development Inc. 1994-2002; CAS database 2002)

Log KE’W 1,670+4/-0,659 2,377+/-0,745 1,76+/-0,250  2,01+/-0,297  2,01+/-0,297  3,100+/-0,194
des ungeladenen Molekils

Log Kow bei pH1 -1,66 2,38 1,76 0,56 0,56 1,48
pH4 -2,43 2,38 1,76 2 2 3,08
pH7 -2,43 2,38 1,76 2,01 2,01 3.1
pH8 -2,43 2,37 1,76 2,01 2,01 3,1
pH10 -2,43 1,97 1,62 2,01 2,01 3,1
pKa 9,8 10,41
pKb 6,53 11,56 11,39

weitere Daten aus unterschiedlichen Quellen:

6,94 [1]
P 7,03 [2]
2,41 [4]
2,84 [2] 2,00 [6] 2,01 [6:5] 3,15 [7]
Log Kow ~ -0,99[3] 161 2] 1,76 [6] 2.00 [6] 1,99 [4] 31 [4]
2,42 [2:5:6]
Quellen:
[1] (Malouki et al. 2004) [4] (Brownlee et al. 1992) [7] (Platford 1983)
[2] (BUA 1991) [5] (Merck KGaA 2005)
[3] (Reemtsma 2000) [6] (SRC 2005)

Auffallig ist der negative log Kow-Wert von BTSA (Tabelle 3-2). Dies ist auf die stark saure
Sulfonsauregruppe zuriickzufiihren. Zwar ist fir BTSA kein pK,-Wert angegeben, doch kann ange-
nommen werden, dass dieser sehr klein ist, da Arylsulfonsauren etwa die gleiche Saurestarke aufwei-
sen wie Mineralsauren (Streitwieser et al. 1994). Daflir sprechen auch die log Kow-Werte fir BTSA bei
pH1 und pH4: das Dissoziationsgleichgewicht verschiebt sich bei Anderung des pH-Wertes von 4
nach 1 nur wenig. Fir eine Verschiebung des Gleichgewichts weit zur undissoziierten Saure hin,
notwendig um log Kow = 1,67 (neutrales Molekdl) zu erreichen, muss deutlich unter pH1 angesduert
werden. Das bedeutet wiederum, dass der pK,-Wert sehr klein sein muss.

Die log Kow-Werte von MBT, OHBT, ABT und BT liegen im gleichen Bereich (zwischen 1,8 und
2,4). Ein grundlegender Unterschied besteht jedoch in der Aciditat bzw. Basizitat dieser Stoffe.
Wahrend MBT und OHBT sehr schwache Sauren sind, hat ABT schwach basischen und BT sehr
schwach basischen Charakter.
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MTBT ist der unpolarste Vertreter in dieser Gruppe von Benzothiazolen (log Kow = 3,1) und ist
wie BT eine sehr schwache Base.

Durch saure (BTSA, MBT, OHBT) oder basische (ABT) funktionelle Gruppen und natirlich auch
durch die Aminogruppe im Thiazolring, ist der Dissoziationsgrad der aufgefiihrten Benzothiazole und
dadurch auch deren Affinitdt zu polaren bzw. unpolaren Ldsungsmitteln vom pH-Wert abhangig.
Ferner sind auch die Thiol-Thion-Tautomerie von MBT und die Keto-Enol-Tautomerie von OHBT pH-
abhangig. Dies muss bei der Bestimmung von physikalisch-chemischen Parametern und besonders
auch bei der Analyse dieser Stoffe bericksichtigt werden.

Eine graphische Ubersicht tiber die pK,-, pKy- und log Kow-Werte ist in der halb-schematischen
Darstellung in Abbildung 3-3 wiedergegeben, in welcher ABT, BT, MTBT, BTSA, OHBT und MBT
entsprechend ihrer Aciditat bzw. Basizitat und Polaritat eingeordnet sind. Hierin ist gut zu erkennen,

dass Benzothiazole sowohl einen weiten Polaritats- als auch Aciditatsbereich abdecken.

Abbildung 3-3: Darstellung der Polaritat und der Aciditat von sechs Benzothiazolen.
Fir diese halbschematische Darstellung wurden die in Tabelle 3-2 mittels ACD/Labs (Advanced Chemistry
Development Inc. 1994-2002) berechneten pKs- und pKp-Werte sowie die log Kow-Werte bei pH7 herangezogen.

In der Umwelt sind 5 der dargestellten Benzothiazole sehr mobil und es ist zu erwarten, dass
Sorption an Boden und Sediment nur eine untergeordnete Rolle spielt. Lediglich bei MTBT ist zu
vermuten, dass sich ein Gleichgewicht zwischen geldstem und sorbiertem MTBT ausbildet, bei
welchem deutliche Anteile partikular gebunden vorliegen kénnen.

Auch hinsichtlich des Bioakkumulationspotentials ist lediglich MTBT von Bedeutung. Allgemein
wird Stoffen ab einem log Kow > 3 ein signifikantes Bioakkumulationspotential zugemessen. MTBT
weist mit log Kow = 3,1 demnach schwaches bioakkumulatives Potential auf.

Aufgrund des weiten Polaritats- und Aciditatsbereiches werden an eine Analysenmethode, die
alle sechs Benzothiazole umfasst, besondere Anforderungen hinsichtlich der Probenvorbereitung,

Probenaufreinigung, HPLC-Trennung sowie ESI-MS-Detektion gestellt.
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3.3 Toxikologisches Potential von Benzothiazolen
Zwar sind die industriell eingesetzten Benzothiazole reaktive Verbindungen und weisen schon

aufgrund ihres Einsatzgebietes (z. B. als Fungizid, Herbizid, Bakterizid) auf ein hohes toxikologisches
Potential hin, doch durch ihre geringe Stabilitdt und ihrer raschen Transformation in aquatischen
Systemen sollte insbesondere den Transformationsprodukten Aufmerksamkeit geschenkt werden. Die
Datenlage hinsichtlich dkotoxikologischer Parameter von Benzothiazolen ist in der Literatur allerdings
sparlich und bruchstlickhaft. Die publizierten Arbeiten befassen sich vorwiegend mit MBT und
behandeln andere Benzothiazole, wenn berhaupt, oft nur am Rande. Untersuchungen zu MBT sind
relevant, weil es ein zentrales Transformationsprodukt der Hydrolyse von TCMTB und der Hydrolyse
sowie Zersetzung der Sulfenamidbeschleuniger der Gummiindustrie ist und dariber hinaus selbst in
groRen Mengen in der Gummiindustrie eingesetzt wird.

MBT ist aufgrund seiner freien Thiolgruppe ein physiologisch aktiver Stoff und in der Lage
Enzyme zu inhibieren (De Wever & Verachtert 1997; BG Chemie 2000). Dies ist auf nucleophile
Angriffe durch die Thiolgruppe, eine Komplexierung der metallischen Zentralatome von Enzymen (De
Wever & Verachtert 1997) oder Wechselwirkungen der SH-Gruppe des MBT mit SH-Gruppen von
schwefelhaltigen Aminosduren der Enzyme zuruckzufihren. Letzteres wird als Ursache fur die
Stérungen der lonenkanalaktivitat verschiedener Membranproteine angesehen (De Wever &
Verachtert 1997). MBT wirkt beim Menschen hautsensibilisierend (BG Chemie 2000) und gelangte, oft
gemeinsam mit dem Disulfid MBTS, als Verursacher fiir die so genannte , Tennis-Schuh-Dermatitis®,
eine Form von Kontaktdermatitis, in die Schlagzeilen (Jung et al. 1988). Auch das Tragen von Latex-
Handschuhen kann allergische Reaktionen ausldsen. In diesem Zusammenhang wurde neben in
Latex enthaltenen Proteinen auch MBT als Hapten identifiziert (Geier et al. 1994; Geier et al. 2003).
Auf Latexallergien wurde man besonders in den 1980er-dJahren aufmerksam, als aufgrund der
Ansteckungsgefahr mit dem HIV-Virus das Tragen von Latexhandschuhen im medizinischen Bereich
zunahm und dadurch auch die Zahl der Félle anstieg, in welchen allergische Reaktionen beobachtet
wurden. Die MAK-Kommission zur Prifung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe zahlt MBT zu den
Stoffen, die ,wegen mdglicher Krebs erzeugender Wirkung beim Menschen Anlass zur Besorgnis
geben aber aufgrund unzureichender Informationen nicht endgliltig beurteilt werden kénnen® und
ordnete MBT damit in ,Kategorie 3" der Krebs erzeugenden Arbeitsstoffe ein (BG Chemie 2000). Der
MAK-Wert von MBT liegt bei 4 mg/m3 (einatembarer Aerosolanteil).

Zum Okotoxikologischen Potential von MBT liegen einige Daten alteren (BUA 1991) und jlingeren
Datums (Reemtsma et al. 1995; De Wever & Verachtert 1997; Milanova et al. 2001) aus Toxizitats-
tests mit Mikroorganismen, Algen, Daphnien und einigen Fischarten vor. Das okotoxikologische
Potential kann demnach als maRig eingestuft werden. Die akute Fischtoxizitat 96 h LCsq mit unter-
schiedlichen Fischarten liegt demnach bei 0,7-11 mg/L (BUA 1991; Milanova et al. 2001). Bei Mikro-
organismen hemmt MBT die Nitrifikationsaktivitat (50-100 % Hemmung) bereits bei Konzentrationen
unter 3 mg/L (De Wever & Verachtert 1997). ECsp-Werte hinsichtlich der Wachstumshemmung
variieren in Abhangigkeit vom Testorganismus stark und liegen im Allgemeinen oberhalb von ca.
10 mg/L (De Wever & Verachtert 1997). Weit empfindlicher ist die Lumineszenz-Inhibierung durch
MBT bei Vibrio fischeri. ECso-Werte liegen hier unter als 1 mg/L (Reemtsma et al. 1995).
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BT und MTBT sind weniger toxisch als MBT. ECs-Werte hinsichtlich der Respirationshemmung
im Abbauversuch (BOD1o) und der Lumineszenzhemmung bei Vibrio fischeri liegen um das 5- bis 40-
fache Uber denen von MBT (Reemtsma et al. 1995).

Eine aktuellere Untersuchung Uber endokrin wirksame Stoffe flihrt neben den bekannten
endokrinen Disruptoren (Steroide, Phthalate, Alkylphenole) auch OHBT als hormonwirksame
Substanz auf (Cespedes et al. 2004). Der ECso-Wert fiir die 6strogene Wirkung von OHBT innerhalb
eines Tests mit Hefezellen wurde dabei zu 6,3 mg/L bestimmt. OHBT hat demnach &hnliches
dstrogenes Potential wie verschiedene Phthalate, bezogen auf Ostradiol betragt das Potential von
OHBT jedoch weniger als ein Millionstel. Diese Arbeit war bislang die Einzige, die die hormonaktive
Wirkung von Benzothiazolen untersuchte. Sehr aufschlussreich waren Vergleichswerte mit anderen
Benzothiazolen und auch anderen Testsystemen. Bis dahin sollte das 6strogene Potential von OHBT

als Verdacht angesehen werden.

3.4 Analytische Techniken zur Analyse von Benzothiazolen in
Umweltproben
Vor dem weit verbreiteten, routinemafigen Einsatz von HPLC-Techniken in der Spurenanalytik

wurden Umweltproben mittels GC-Techniken analysiert. Die meisten Veroffentlichungen zum
Vorkommen von Benzothiazolen in der Umwelt bis in die 1990er-Jahre berichten folglich von den gut
GC-gangigen Benzothiazolen BT und MTBT (Jungclaus et al. 1976; Jungclaus et al. 1978; Ellis et al.
1982; Dietrich et al. 1988; Louter et al. 1994).

Durch den Einsatz von HPLC-UV-Analysenmethoden war es mdglich, das Analytspektrum
auszuweiten, wodurch auch polare, thermisch instabile Benzothiazole wie BTSA, OHBT, MBT und
ABT erfasst werden konnten (Warner et al. 1985; Brownlee et al. 1992; De Vos, De Wever &
Verachtert 1993; Fiehn et al. 1994; Fiehn et al. 1998; Reyes & Wrobel 2002). Durch die begrenzte
Empfindlichkeit und Selektivitat der UV-Detektion waren Untersuchungen hinsichtlich des
Benzothiazolgehaltes auf Proben beschrankt, die hohe Benzothiazolkonzentrationen aufwiesen.

Erst die Kombination von HPLC mit Massenspektrometrie durch Electrospray-lonisierung (ESI-
MS) ermdglichte die empfindliche und selektive Detektion eines Analytspektrums von acht Benzo-
thiazolen (ABT, BT, BTSA, MBT, MTBT, MeBT, TCMTB) (Reemtsma 2000). Mit dieser Methode war
die direkte Analyse von Proben aus Zu- und Ablauf einer industriellen Klaranlage einer Gerberei mog-
lich. Erstmalig wurden im Abwasser einer Gerberei neben bisher bekannten, eher unpolaren Benzo-
thiazolen (BT und MTBT) auch die polaren Benzothiazole BTSA, OHBT, MBT und ABT detektiert. Die
Analysenmethode umfasst dabei zwei separate HPLC-Laufe und entsprechend zwei ESI-MS/MS-
Methoden. ABT, BT, MTBT, MeBT und TCMTB werden mittels angesauerter MeOH/H,O-Eluenten
Uber RP-HPLC getrennt und nach positiver lonisierung detektiert, wohingegen die MeOH/H,O-
Eluenten bei der Bestimmung von BTSA, MBT und OHBT mit dem schwachen lonenpaarreagenz
Ammoniumacetat versetzt sind. Die Detektion erfolgt hier im negativen ESI-Modus. Abgesehen von
der Durchfihrung von zwei getrennten HPLC-L&ufen, die eine bessere Optimierung der Eluenten
hinsichtlich HPLC-Trennung und ESlI-lonisierung ermdglichen, ist es der Empfindlichkeitsgewinn des

MRM-Modus (multiple-reaction-monitoring), der zur Leistungsfahigkeit dieser Methode beitragt.
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Diese Methode bildete die Grundlage fur die innerhalb der vorliegenden Arbeit entwickelte
Analysenmethode, mit welcher es nun mdglich ist, 6 polare bis maRig unpolare Benzothiazole in
kommunalem Abwasser, in behandeltem kommunalem Abwasser, in Oberflaichengewassern, in

Straltenablauf und anderen Matrices empfindlich und selektiv nachzuweisen und zu untersuchen.

3.5 Auftreten von Benzothiazolen in der aquatischen Umwelt
Erste Publikationen, welche die Stoffklasse der Benzothiazole als Umweltkontaminanten

thematisieren, erschienen in den 1970er-dJahren (Burnham et al. 1973; Jungclaus et al. 1976;
Mainprize et al. 1976; Santodonato et al. 1976; Jungclaus et al. 1978).

Eine Ubersicht Gber Publikationen bis zum Jahr 2000, die das Auftreten von Benzothiazolen in
der Umwelt beschreiben, ist neben dem Bericht fir MBT des Beratergremiums flir umweltrelevante
Altstoffe (BUA 1991) in den Dissertationen von Schmegel (Schmegel 1995) und Krumwiede
(Krumwiede 2001) gegeben. Benzothiazole wurden teilweise qualitativ, teilweise quantitativ in den
unterschiedlichsten Matrices detektiert: industriellen und kommunalen Abwassern, Klaranlagenablauf,
StraBenablauf, Klarschlamm, wassrigen Gummiextrakten, Deponiesickerwasser, Flusswasser,
Seewasser, Packeis der Antarktis (!), Sediment, Gewebe von SiiBwasseregeln und Fischen, Boden,
Grundwasser, Trinkwasser, Lebensmitteln, Abgaskondensat, Atmosphare, Hausstaub, Blut (BUA
1991; Schmegel 1995; Krumwiede 2001). Teilweise sind die Befunde zu hinterfragen und es ist nicht
immer klar, wie es, z. B. im Packeis der Antarktis, zu positiven Befunden kommen kann. Auch wird
nicht immer deutlich, ob es sich um natirliche Vorkommen handelt oder die positiven Befunde auf
anthropogene Einflisse zurlickzufihren sind. Gerade bei alteren Befunden, die auf GC-Analysen
beruhen, ist aufgrund des Einsatzes grof’er Mengen Lésungsmittel und der Allgegenwartigkeit von
Gummiprodukten im und am Laborinstrumentarium die Gefahr der Kontamination der Probe grof.
Selbst die fertigen, zu analysierenden Ldsungen sind der Gefahr der Kontamination ausgesetzt, da BT
beispielsweise aus den Septen von GC-Vials herausgeldst werden kann (Pattinson & Wilkins 1989).

Allgemein kann gesagt werden, dass sich der Uberwiegende Teil der publizierten Arbeiten nicht
speziell mit dem Auftreten von Benzothiazolen beschaftigt, sondern Benzothiazole innerhalb von
screening-Untersuchungen detektiert wurden. Systematische Untersuchungen des Auftretens von
Benzothiazolen, von der Emissionsquelle bis zum letztendlichem Verbleib bzw. Untersuchungen eines
Umweltkompartimentes Uber einen langeren Zeitraum, sind rar. Screening-Untersuchungen bzw.
Stichproben liefern oft neue, wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Belastung der Umwelt mit
organischen Spurenstoffen, obgleich die erzielten Resultate oft semiquantitative bis qualitativen
Charakter haben. Und gleichwohl die Messung von isolierten, einzelnen Proben weniger verlassliche
Ergebnisse liefert als umfangreiche Probenserien, sind die erzielten Ergebnisse wichtige
Ansatzpunkte fir zukinftige Untersuchungen.

Im Folgenden werden einige hinsichtlich des Auftretens von Benzothiazolen in der Umwelt
bedeutende Arbeiten aufgeflihrt und vorgestellt. Daraus wird ersichtlich, dass neben punktuellen
Eintragspfaden in die Umwelt durch Abwasser (industriell und kommunal) auch diffuse Eintragspfade
(StralRenablauf, Reifenabrieb) eine bedeutende Rolle spielen. Benzothiazole kénnen ubiquitar in der

Umwelt im unteren bis mittleren pg/L-Bereich nachgewiesen werden. Hierbei sind es nicht vorwiegend



Grundlagen zur Stoffklasse der Benzothiazole 15

die industriell eingesetzten Stoffe wie MBT, die nachweisbar sind, sondern Transformationsprodukte

und stabile benzothiazolische Verunreinigungen von Sulfenamidbeschleunigern.

3.5.1 Industrielle Emissionen
Aufgrund unvollstéandigen Abbaus von Benzothiazolen bei der Behandlung von industriellen

Prozess- und Abwassern werden diese Stoffe emittiert. Neben Unternehmen, welche Benzothiazol-
derivate produzieren, sind es in erster Linie Gerbereien, die Gummiindustrie und die Papierindustrie,
die Benzothiazole freisetzen (Jungclaus et al. 1976; Fiehn et al. 1994; Reemtsma et al. 1995;
Reemtsma 2000; Lacorte et al. 2003). Die Emission kann ins kommunale Abwassernetz oder direkt in
Vorfluter erfolgen. Von den industriell eingesetzten Benzothiazolen ist lediglich MBT in der Umwelt
detektierbar. Andere in der Umwelt nachgewiesene Benzothiazole sind Transformationsprodukte
industriell eingesetzter Benzothiazolen. Wahrend in den 1970er- und 1980er-Jahren vorwiegend die
Transformationsprodukte BT und MTBT detektiert wurden, riickte mit der Anwendung von HPLC in
Kombination mit ESI-MS (Reemtsma 2000) zusatzlich BTSA in den Fokus von Untersuchungen.

Die beobachteten Konzentrationen von Benzothiazolen in behandelten Abwéassern der Leder-
industrie lagen bei bis zu 36 ug/L fir MBT, 24 pg/L fir MTBT und 5,5 pg/L fir BT (Fiehn et al. 1994).
Aktuellere Untersuchungen von behandeltem Abwasser einer Gerberei schlossen auch BTSA
(77 pg/L) und weitere Benzothiazole (BT: 7,5 pg/L, OHBT: 3,9 ug/L, MTBT: 3,5 ug/L, MBT: 1,1 ug/L
und ABT: 0,4 pg/L) mit ein (Reemtsma 2000). TCMTB wurde nicht detektiert. In die Umwelt eingetra-
gene Abwassern aus der Reifenproduktion enthielten bis zu 60 pg/L BT und 30 ug/L MBT (Jungclaus
et al. 1976). Diese Stoffe waren noch einige Kilometer flussabwarts in dem als Vorfluter dienenden

Gewasser zu detektieren.

3.5.2 Kommunale Klaranlagen
Zum Auftreten von Benzothiazolen in kommunalen Klaranlagen liegen keine systematischen

Arbeiten vor, die Uber einen langeren Zeitraum Proben aus Zulauf, Ablauf und Zwischenstufen unter-
suchten. Die detektierten Benzothiazolgehalte wurden zumeist innerhalb von screening-Unter-
suchungen beobachtet (Ellis et al. 1982; Paxeus 1996; Paxeus & Schroeder 1996; Grohmann et al.
1998) und sind oft nur qualitativ bis semiquantitativ. Positive Befunde sind in den meisten Fallen auf
Einleitung industrieller Abwasser ins kommunale Abwassernetz zurlickzufihren. Oft ist dabei nicht
klar, wie grof3 der industrielle Anteil im Abwasser ist. Rein kommunales Abwasser ohne industrielle
Anteile wurde nur in einer Arbeit erwahnt (Ellis et al. 1982). Erfolgt die Ableitung kommunalen
Abwassers Uber eine Mischkanalisation, kann StralBenablauf (s.u.) eine weitere Quelle fir das
Auftreten von Benzothiazolen in kommunalem Abwasser sein. Auf diese Thematik gehen Zeng et al.
(Zeng et al. 2004) ein.

Bei den im Ablauf von kommunalen Klaranlagen untersuchten Benzothiazolen handelt es sich
nahezu ausschlieflich um BT und MTBT. Untersuchungen auf andere Benzothiazole (MBT, MeBT
oder MBTS) sind die Ausnahme (Krumwiede 2001). Quantifizierte Konzentrationen von BT und MTBT
lagen unterhalb 1,5 pg/L (Paxeus 1996; Zeng et al. 2004). Ellis et al. (Ellis et al. 1982) findet in 5 von
10 Ablaufen kommunaler Klaranlagen BT und MTBT, macht jedoch keine Aussage Uber deren
Konzentration. Zu erwahnen ist, dass eine der untersuchten Klaranlagen mit rein kommunalem
Abwasser gespeist wurde. Im Ablauf dieser Anlage konnten BT und MTBT nicht detektiert werden. Ob
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dies auf zu hohe Bestimmungsgrenzen der verwendeten Analysenmethode zurlckzufuhren ist, wird
nicht diskutiert. Bis dato bleibt unklar, ob rein hausliches Abwasser bzw. kommunales, von

industriellen Eintragen freies Abwasser Benzothiazole enthalt.

3.5.3 Eintrag in die Umwelt durch Reifenabrieb bzw. StraBenablauf
Nicht nur direkte, punktuelle Emission durch industrielle oder kommunale Abwasser wurde

beobachtet, sondern auch indirekter, diffuser Eintrag von Benzothiazolen in die Umwelt. Insbesondere
sind dies Eintrdge aus der Nutzung von Gummiprodukten, besonders Autoreifen. Aus Reifenabrieb
werden Benzothiazole bei Regenereignissen ausgewaschen und gelangen mit dem Stral3enablauf ins
kommunale Abwassersystem oder direkt in die Umwelt. Wiederum sind es nicht die urspriinglichen,
wahrend der Gummiherstellung verwendeten Substanzen, die detektiert werden, sondern Transfor-
mationsprodukte (BT, OHBT, MTBT) und stabile benzothiazolische Verunreinigungen (24MoBT,
NCBA; Strukturformeln siehe Tabelle 3-1 auf S. 7) der Vulkanisationsbeschleuniger MoTBT und CBS
(Spies et al. 1987; Reddy & Quinn 1997; Kumata et al. 2000; Krumwiede 2001; Kumata et al. 2002).
Die Konzentration der Transformationsprodukte lag in Stralenablauf bei 0,1-1,2 ug/L BT, bis zu
0,16 pg/L MTBT, 0,7-6,9 pg/L OHBT und 0,1-0,3 pg/L 24MoBT (Reddy & Quinn 1997; Zeng et al.
2004). Bereits Spies et al. (Spies et al. 1987) fanden BT und MTBT in Straflenablauf, konnten diese
Stoffe jedoch nur qualitativ bestimmen. Der Fokus ihrer Studie lag auf 24MoBT, ein Nebenprodukt der
Synthese von MoTBT. 24MoBT ist stabiler als das Sulfenamid MoTBT und konnte dadurch in mit
StralRenablauf kontaminierten Sedimenten und Bdden nachgewiesen werden (bis zu 360 pg/kg
Trockengewicht). Bodenproben, die direkt neben einem Highway entnommen wurden, wiesen
24MoBT-Konzentrationen bis zu 273 ug/kg auf.

Eine weitere Verunreinigung von Vulkanisationsbeschleunigern ist NCBA (Tabelle 3-1), das bei
der Produktion des Sulfenamids CBS entsteht. Wie auch 24MoBT ist NCBA stabiler als das Sulfen-
amid. Kumata et al. (Kumata et al. 1997; Kumata et al. 2000; Kumata et al. 2002) untersuchte speziell
24MoBT und NCBA und konnte diese Stoffe in verschiedenen, mit Reifenabrieb kontaminierten
Proben nachweisen (Reifenabrieb, Stralenstaub, partikuldare Fracht von StraRenablauf, StralRen-
ablauf). Die Konzentrationen von 24MoBT und NCBA in Reifenabrieb und Straenstaub reichten bis
2300 pg/kg 24MoBT in Reifenabrieb (NCBA nicht bestimmt) und 10-490 ug/kg 24MoBT und
15-1230 pg/kg NCBA in Strallenstaub, wobei die Maximalkonzentrationen in Strallenstaub aus
Tunneln gemessen wurden (Kumata et al. 1997; Kumata et al. 2000; Kumata et al. 2002). Die in
Wasser geldste Konzentration der beiden Stoffe ist gegenuber deren Konzentration in der partikularen
Phase recht hoch, was aufgrund der log Kow-Werte von 24MoBT (2,42) und NCBA (4,24) (Kumata et
al. 2002) nicht unbedingt zu erwarten gewesen ware. Die Konzentration von geldstem 24MoBT in
StralRenablauf betrug bis zu 0,42 ug/L, die von NCBA betrug bis zu 0,51 pg/L. Wahrend der Anteil von
partikular gebundenem 24MoBT im Allgemeinen unter 10 % lag, schwankte der Anteil von partikular
gebundenem NCBA starker und betrug zwischen 25 und 80 %. (Kumata et al. 2002).

3.5.4 Auftreten von Benzothiazolen in Oberflachengewassern
Oft sind die in Oberflachengewassern nachgewiesenen Benzothiazole auf den Eintrag aus

industriellen Anlagen (Benzothiazolproduktion, Gummiindustrie, Gerbereien) oder auf Straflenablauf

zurtckzuflhren. Jungclaus et al. (Jungclaus et al. 1976) erkannten schon in den 1970er-Jahren die
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Problematik der Belastung von Oberflachengewadssern mit Benzothiazolen. Im Zuge ihrer Arbeit Gber
Abwasser aus der Gummiindustrie wurden auch die als Vorfluter dienenden Oberflachengewasser
untersucht. Die Autoren fanden in industriellen Ablaufen BT (60 pg/L) und MBT (30 pg/L) und konnten
selbst einige Kilometer flussabwarts im Vorfluter noch 60-90 % dieser Konzentrationen detektieren.

Aufgrund deren unvollstandiger Elimination wahrend der Abwasserbehandlung detektierten auch
Brownlee et al. (Brownlee et al. 1992) BT und MTBT im Vorfluter einer Klaranlage, die Abwasser aus
der Produktion von Benzothiazolen erhalt. Zwar nennen die Autoren keine absoluten Werte, berichten
jedoch von deutlich sinkenden BT-Konzentrationen in Proben, die entlang des Vorfluters (ein kleiner
Fluss) genommen wurden. MTBT zeigte keine Anderung der Konzentration.

In kleinen FlieRgewassern und Graben, in welche Strallenablauf eingeleitet wird, waren
Benzothiazole prasent, aber deren Konzentration war relativ gering: BT bis 0,09 ug/L; OHBT unter
0,05 pg/L; 24MoBT unter 0,02 pg/L (Reddy & Quinn 1997; Zeng et al. 2004).

Innerhalb einer umfangreichen screening-Studie an der Elbe (Fooken et al. 2000) wurde auch
das Auftreten von MTBT untersucht. Im Vergleich zu den oben erwahnten Oberflachengewassern ist
die Elbe ein sehr viel grofRerer Strom und es ist davon auszugehen, dass es nicht eine, sondern
mehrere Emissionsquellen gibt. In allen Proben von 5 Beprobungspunkten entlang der Elbe und an
den Mundungen der Zuflisse Saale und Mulde wurde MTBT detektiert. Die Konzentrationen in den
Proben von Elbe und Saale lagen zwischen 0,02 und 0,06 ug/L, die Konzentrationen in den Proben
der Mulde betrugen 0,05 bis 380 pg/L (Mittelwert: 0,14 pg/L) betrugen. Die geringe Konzentrations-
variabilitdt entlang der Elbe spiegelt die ubiquitare Verbreitung von MTBT wider. Der Fluss Mulde
scheint eine zusatzliche Emissionsquellen aufzuweisen, worauf in der Studie jedoch nicht weiter

eingegangen wird.

3.6 Biotransformationen

Allgemeines zur Biotransformation organischer Stoffe
Der Antrieb zur Transformation organischer Stoffe durch Mikroorganismen hat prinzipiell zwei

Grunde:
o  Energiegewinnung (Bildung von ATP) und Deckung des fir den Zellaufbau notwendigen
Kohlenstoffbedarfs (Abbildung 3-4) und

o  Detoxifizierung von fir den Organismus schadlichen Stoffen.

Zur Energiegewinnung und zum Zellaufbau haben Mikroorganismen Werkzeuge (Enzyme) entwickelt,
die in erster Linie der Nutzbarmachung von Nahrstoffen (Fette, Kohlenhydrate, Proteine) dienen.
Unter den zahlreichen Enzymen gibt es auch weniger spezifische, die nicht nur die Reaktion ganz
bestimmter Edukte katalysieren, sondern auch fir strukturell dhnliche Stoffe zuganglich sind. Dies
ermoglicht die Transformation von nicht natirlichen, so genannten xenobiotischen Stoffen in solche,
wie sie im Metabolismus von Organismen natirlich vorkommen oder ihnen ahnlich sind. Im Idealfall
werden xenobiotische Stoffe vollstandig abgebaut (mineralisiert). Transformationsprodukte, die nicht
weiter abgebaut werden, heiRen dead-end-Metabolite (Schwarzenbach et al. 1993; Van Agteren et al.

1998). Neben Enzymen, die der Metabolisierung von Nahrstoffen dienen, kénnen Organismen auch
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ein Spektrum von unspezifischen Enzymen besitzen, die der Detoxifizierung unerwiinschter oder
schadlicher Stoffe dienen (Schwarzenbach et al. 1993).

In ersten, initierenden Schritten wird komplexes organisches Material in kleinere Einheiten
gespalten. Eine bedeutende Rolle spielen hier Hydrolasen, die beispielsweise Etherbindungen oder
Ester hydrolysieren und so neben einer Zerstlickelung grofer Moleklle unter Bildung von Carbon-
sauren und Alkoholen eine Vereinheitlichung des organischen Stoffgemisches bewirken. Der weitere
Abbau organischer Stoffe verlauft vorwiegend Uber Oxidationsreaktionen. Hierdurch bereits gewinnen
Mikroorganismen Energie und die Substrate werden gleichzeitig zu polareren Transformations-
produkten aktiviert. Der Einbau von Sauerstoff und die Folgeschritte haben das Ziel, Substrate so zu
transformieren, dass sie dem Metabolismus zugefihrt werden kdnnen. Entsteht trotzdem ein dead-
end-Metabolit, kann dieser durch die erhdhte Polaritat einfacher in den wassrigen extrazellularen
Raum Uberflihrt und ausgeschieden werden (Schwarzenbach et al. 1993).

Beim biologischen Abbau organischer Materie werden in Abhangigkeit der Milieubedingungen
drei grundlegende Abbauprinzipien unterschieden:

o  aerober Abbau,
o anoxischer Abbau,

o anaerober Abbau.

Beim aeroben Abbau fungiert molekularer Sauerstoff (O,) als Elektronen-Akzeptor. Das RedOx-
Paar O,/H,O hat ein hohes RedOx-Potential von 0,82 V (25 °C; pH 7) (Lehninger 1987; Van Agteren
et al. 1998) wodurch der Energiegewinn hoher ist als bei Verwendung anderer Elektronen-Akzeptoren.
Den Einbau von O, in ein Substrat katalysieren Oxygenasen (Monooxygenasen, Dioxygenasen).

Beim anoxischen Abbau (teilweise auch als anaerobe Atmung bezeichnet) wird zur Oxidation
eines organischen Substrats chemisch gebundener Sauerstoff in das Substrat Ubertragen. Die
Verbindung, aus welcher der Sauerstoff stammt, dient als Elektronen-Akzeptor und wird demnach

reduziert. Hierzu zahlen:

o NOj Denitrifikation; Nitrat wird zu molekularem Stickstoff reduziert

o 8042' Sulfat wird zu molekularem Schwefel oder Wasserstoffdisulfid reduziert
o Mn* oder Fe®*  Reduktion der Metalle zu Mn** bzw. Fe**

o CO, Kohlendioxid wird zu Methan oder Essigsaure reduziert

Unter den anaeroben Abbau fallen die Garprozesse. Bei der Garung dienen Spaltprodukte des
organischen Substrats als Elektronen-Donatoren und als Elektronen-Akzeptoren. Voraussetzung fir
die Vergarbarkeit organischer Substrate ist die Mdglichkeit, das Substrat durch intramolekulare
Spaltung in einer exergonen Reaktion teilweise zu oxidieren (Schlegel 1992). Vergarbar sind
beispielsweise Polysaccharide, organische Sauren u. a. Nicht anaerob abbaubar sind hingegen
aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe, Steroide, Carotinoide und Terpene (Stoffe, die
vorwiegend aus Kohlenstoff und Wasserstoff bestehen). Im Naturhaushalt sorgen zur Garung
befahigte Mikroorganismen fiir den einleitenden Abbau von Biopolymeren (z. B. Cellulose). Einige
typische Garungsprodukte sind kurzkettige Alkohole, kurzkettige Carbonsauren, Kohlendioxid und
Methan.
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Abbildung 3-4: Schema zum biologischen Abbau organischer Stoffe.

Da Benzothiazole aromatische Verbindungen sind, wird an dieser Stelle der biologische Abbau

von Aromaten kurz dargestellt.

3.6.1 Abbau von Aromaten
Nach Glykosylgruppen sind Benzolringe (Hauptstrukturbestandteil von Lignin) die zweithaufigste

strukturelle Einheit, die in der Natur anzutreffen ist (Bosma et al. 2001). Es verwundert daher nicht,
dass aromatenabbauende Mikroorganismen weit verbreitet sind. Der Abbau kann unter aeroben wie
auch anaeroben Bedingungen ablaufen. In beiden Fallen miissen aromatische Ringsysteme zunachst
aktiviert werden.

Beim aeroben Abbau von Aromaten fungiert O, nicht nur als Reaktand zur Aktivierung des
aromatischen Ringes, sondern ist auch an der Ringspaltung beteiligt. Die Aktivierung geschieht tber-
wiegend durch Bildung eines Catechols. Diese Strategie erscheint sehr 6konomisch, da sie viele
aromatische Substrate einem zentralen, katabolischen Weg zuflihrt. Dieser ist in Abbildung 3-4 am
Beispiel von Benzol dargestellt. Nach Schwarzenbach et al. (Schwarzenbach et al. 1993) induzieren
Dioxygenasen in einem Sauerstoffmolekil einen Dipol. Der dadurch elektrophile Sauerstoff kann mit
dem n-Elektronensystem der aromatischen Verbindung in Wechselwirkung treten und eine Doppel-
bindung im aromatischen System aufbrechen. Sauerstoff wird vom Aromaten addiert, wodurch ein
peroxidisches Intermediat entsteht. Dieses wird zu einem cis-Dihydrodiol reduziert und weiter, unter
dem Einfluss von Dehydrogenasen, zum Catechol rearomatisiert (Van Agteren et al. 1998).
Prokaryoten erreichen die Bildung des Catechols zumeist mittels Dioxygenasen. Bei Eukaryoten sind
es Monooxygenasen, die als Zwischenstufe ein Epoxid generieren, aus welchem durch Hydrolyse ein
trans-Dihydrodiol entsteht (Bosma et al. 2001). Der aktivierte Ring (das Catechol in Abbildung 3-4)
kann auf zwei Arten gespalten werden: ortho-Spaltung (intradiol) bzw. meta-Spaltung (extradiol).
Von der Art der Bakterienstdmme und der Struktur des Substrates ist abhangig, an welcher Position
die Spaltung erfolgt. Produzieren die Mikroorganismen das Enzym Catechol-1,2-Dioxygenase (C12D),
so erfolgt ortho-Spaltung. Wenn dagegen Catechol-2,3-Dioxygenase (C23D) gebildet wird, so kommt
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es zur meta-Spaltung. Auch die gleichzeitige Bildung beider Enzyme durch einen Mikroorganismus
wurde beobachtet, wodurch beide Spaltvarianten parallel ablaufen (Haroune et al. 2002). Die ortho-
Spaltung (Abbildung 3-4) fihrt Giber eine cis,cis-Muconsaure zu einer 3-Ketoadipinsaure. Diese Uber-
nimmt CoA (Co-Enzym A) von Succinyl-CoA unter Bildung des Esters 3-Ketoadipinsaure-S-CoA.
Durch Spaltung entstehen hieraus Acetyl-CoA und Succinat, die dem Citratcyclus zugefiihrt werden
kénnen (Van Agteren et al. 1998). Die meta-Spaltung verlauft iber Hydroxymuconsaure-Semi-
aldehyd zur 4-Hydroxy-2-oxovaleriansaure. Durch deren Spaltung entstehen Acetaldehyd und
Pyruvat. Interessanterweise wird fir die Folgereaktionen der ortho- und der meta-Spaltung kein

zusatzlicher Sauerstoff bendétigt (Bosma et al. 2001).
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Abbildung 3-5: Mikrobielle Metabolisierung von Benzol unter aeroben Bedingungen.
Abbildung in Anlehnung an (Van Agteren et al. 1998; Bosma et al. 2001).
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Der Abbau von Aromaten unter anoxischen und anaeroben Bedingungen ist, obgleich
facettenreicher, weniger haufig. (Van Agteren et al. 1998; Bosma et al. 2001). Im Gegensatz zum
aeroben Abbau sind die Abbauwege bei anoxischem und anaerobem Abbau weniger konvergent.

Dennoch ist Cyclohexanon in einigen Abbauwegen ein zentraler Metabolit.

3.6.2 Biotransformation von Benzothiazolen
Verglichen mit dem Informationsangebot in Fachliteratur beziiglich des biologischen Abbaus

aromatischer Verbindungen, ist Uber das Verhalten von Benzothiazolen beim mikrobiellen Abbau
vergleichsweise wenig bekannt, obgleich erste Untersuchungen hierzu bereits Mitte der 1970er-Jahre
durchgefiihrt wurden (Mainprize et al. 1976; Chudoba et al. 1977).

Grundsatzlich lassen sich wissenschaftliche Arbeiten hinsichtlich der Biotransformationen von
Benzothiazolen in drei Teilbereiche untergliedern:
o  Transformationen bei Inkubation mit Mischkulturen,
o  Transformationen bei Inkubation mit isolierten Stammen und

o  Transformationen in der Umwelt.

Neben der Unterscheidung der Bedingungen, unter welchen Benzothiazole biotransformiert
werden, muss auch immer zwischen Transformation, Abbau und Elimination unterschieden werden.
Dies ist wichtig, da Transformation lediglich die Uberfiihrung eines Substrates in eine andere
chemische Verbindung bedeutet. Eine Transformation kann gleichwohl mehrere Schritte umfassen,
wobei nicht notwendigerweise alle bekannt bzw. ersichtlich sein missen. Der Begriff Elimination
beschreibt das Verschwinden eines Substrates, wobei das Substrat nicht zwangslaufig mineralisiert
werden muss, sondern unter Umstanden nur transformiert wird. Der Abbau eines Substrates
hingegen meint die vollstandige Mineralisierung eines Substrates zu CO, und H,O und stellt damit

einen Sonderfall der Elimination und Transformation dar.

3.6.3 Biotransformation bei Inkubation mit Mischkulturen
In Tabelle 3-3 sind wissenschaftliche Publikationen danach sortiert, ob Benzothiazole als

persistent, als transformierbar oder als mineralisierbar eingestuft wurden. Wie unterschiedlich die
Transformationsreaktionen bei Inkubation mit gemischten Kulturen interpretiert wurden, zeigt
Abbildung 3-6, woraus deutlich wird, dass nur wenige Transformationen allgemeinguiltig sind. Im
Folgenden sind die wichtigsten Erkenntnisse geschildert.

Erste Untersuchungen zur Biotransformation von Benzothiazolen (darunter OHBT, ABT, MBT,
MTBT und BTSA) mit Belebtschlamm ergaben, dass lediglich OHBT biologisch abbaubar ist
(Chudoba et al. 1977). ABT unterlag moderater chemischer Oxidation, die anderen untersuchten
Stoffe erschienen den Autoren als persistent. Diese Ergebnisse resultieren aus Bestimmungen des
chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) von Proben aus der Inkubation von Benzothiazolen (100 mg/L)
mit adaptiertem Belebtschlamm. In weiteren Studien mit ahnlich hohen Benzothiazolkonzentrationen
konnte neben OHBT auch die Mineralisierung weiterer Benzothiazole gezeigt werden (Mainprize et al.
1976; Gaja & Knapp 1997). In diesen Studien wurde auch die Mineralisierung von BTSA und BT
beobachtet. Gaja und Knapp (Gaja & Knapp 1997) stellten weiterhin die Mineralisierung von ABT fest.
Fir MBT fanden sie lediglich geringe Transformation, wohingegen MBT in den Versuchen von
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Mainprize et al. (Mainprize et al. 1976) mineralisiert wurde. Auch in Experimenten von Reemtsma et
al. (Reemtsma et al. 1995) zeigt MBT nur geringe Transformationsneigung (10 %), wobei MBT zu
MTBT transformiert wurde. BT und TCMTB wurden ebenfalls biologisch transformiert. BT wurde voll-
standig abgebaut, TCMTB wurde zu MBT (95 %) und MTBT (5 %) transformiert. In Ubereinstimmung
mit Chudoba et al. (Chudoba et al. 1977) stellt MTBT in den Versuchen von Reemtsma et al.
(Reemtsma et al. 1995) einen dead-end-Metaboliten dar, was von dritter Seite bestatigt wurde
(Hutchins et al. 1984; Brownlee et al. 1992). Lediglich eine Publikation ist benannt, in welcher
Transformation von MTBT beobachtet wurde (Liu et al. 1983 zitiert in (De Wever et al. 2001)).

Tabelle 3-3: Einteilung der Befunde uber die Abbaubarkeit von Benzothiazolen bei Inkubation mit Mischkulturen.

Persistenz Transformation Mineralisierung

(Gaja & Knapp 1997)
MBT (Chudoba et al. 1977) (Reemtsma et al. 1995) (Mainprize et al. 1976)
(De Wever & Verachtert 1994)

(Chudoba et al. 1977)

OHBT (Mainprize et al. 1976)
(Gaja & Knapp 1997)

ABT (Chudoba et al. 1977) (Chudoba et al. 1977) (Gaja & Knapp 1997)

(Mainprize et al. 1976)
(Gaja & Knapp 1997)

BT (s @i 1526) (Reemtsma et al. 1995)
(De Wever & Verachtert 1994)
(Mainprize et al. 1976)
BTSA (Chudoba et al. 1977) (Gaja & Knapp 1997)

Dissertation von De Wever 1995 zitiert
in (De Wever et al. 2001)
(Chudoba et al. 1977)

MTBT (Reemtsma et al. 1995) Liu et al. 1983 zitiert in (De
(Brownlee et al. 1992) Wever et al. 2001)
(Hutchins et al. 1984)
TCMTB (Reemtsma et al. 1995)

Zur Biotransformation von MBT gibt es sehr unterschiedliche Beobachtungen. Bei der Elimination
von MBT zeigten sich positive Effekte, wenn gleichzeitig BT vorhanden war. Selbst bei MBT-
Konzentrationen von 150 mg/L erfolgte noch Elimination der Benzothiazole (De Wever & Verachtert
1994). Hingegen hemmte MBT den Abbau von BTSA (De Wever et al. 2001). Bei anderen
Inkubationen von MBT wiederum wurde die Bildung von MBTS, von BTSA oder anderer nicht
identifizierter, persistenter Metabolite beobachtet (De Wever et al. 2001).

Hinsichtlich der Biotransformation von BTSA fiihrt De Wever aus (De Wever et al. 2001), dass
BTSA bei Inkubation mit adaptiertem Belebtschlamm als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle
fungiert und die Eliminationsraten bei steigenden BTSA-Konzentrationen ebenfalls ansteigen. Diese
Beobachtung wird unterstiitzt von Mainprize et al. (Mainprize et al. 1976), der sogar den vollstandigen
Abbau von BTSA beobachtete. Dem stehen Untersuchungen gegendiber, in welchen BTSA als nicht

oder nur schwer abbaubar erscheint (Chudoba et al. 1977; Reemtsma 2000).
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Abbildung 3-6: Mdégliche Transformationen von Benzothiazolen bei Inkubation mit Mischschlamm.

(8)

(1) (De Wever et al. 2001) (4) (Gaja & Knapp 1998) (8) Liu et al. 1993 zitiert in (De
(2) (Reemtsma et al. 1995) (5) (De Wever & Verachtert 1994)10 Wever et al. 2001)
(3) (De Vos, De Wever & (6) (Mainprize et al. 1976)

Verachtert 1993) (7) (Chudoba et al. 1977)

3.6.4 Biotransformationen in der Umwelt
Der Biotransformation von Benzothiazolen in der Umwelt oder unter simulierten Umwelt-

bedingungen wurde bislang wenig Beachtung geschenkt. Eine Zusammenfassung lieferten De Wever
et al. (De Wever et al. 2001). Die Resultate bisheriger Untersuchungen sind in Abbildung 3-7

dargestellt.

StraBenablauf
Um naturliche Prozesse zu simulieren, dotierten Reddy et al. (Reddy & Quinn 1997) Wasser aus

einem Absetzbecken fir Stralenablauf mit BT und OHBT bis zu einer Konzentration von 15 ug/L.
Nach 8 Tagen waren 60 % des eingesetzten BT zu OHBT transformiert. Zunachst hielten die Autoren
OHBT in dem von ihnen untersuchten System fir ein Endprodukt im Abbau von BT. In
Wiederholversuchen mit weiteren Wasserproben trat dieser Befund so jedoch nicht wieder auf. Von
OHBT konnten lediglich Spuren detektiert werden und nach 30 Tagen waren BT und OHBT nicht
mehr detektierbar (Abbildung 3-7). Reddy et al. (Reddy & Quinn 1997) flhrten dies auf die jahreszeit-
liche Abhangigkeit der Bakterienpopulation und den unterschiedlichen Salzgehalt in den
Wasserproben zurlick. Andere Griinde, warum im ersten Versuch die Transformation von BT zu
OHBT hoch war und warum OHBT nur schlecht abgebaut wurde, waren den Autoren nicht ersichtlich.
Die Autoren bestimmten bei ihren Untersuchungen das Konzentrationsverhaltnis von BT/OHBT. In

wassrigen Auslaugungen von Reifengummi war dieses Verhaltnis grofler als in Proben aus
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StralRenablauf-Absetzbecken. Hieraus schlossen die Autoren auf einen schnelleren Abbau von BT

gegeniiber OHBT und/oder auf Transformation von BT zu OHBT.

et
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Abbildung 3-7: Biotransformation von Benzothiazolen in der Umwelt.

(1) (Reddy & Quinn 1997) (2) (Brownlee et al. 1992) (3)(Reemtsma et al. 1995)

(4)(Hutchins et al. 1984)

*: TCMTB ist unter Einfluss von UV-Strahlung leicht abiotisch zu hydrolysieren, was unter Umweltbedingungen
miteinbezogen werden muss; auRerdem rasche Transformation zu MBT unter aeroben Bedingungen (batch-
Versuche mit Belebtschlamm als Inokolum)

Darstellung in Anlehnung an eine Abbildung von De Wever et al. (De Wever et al. 2001).

Bodensaulen
Den Abbau von Benzothiazolen in Bodensaulen untersuchten Reemtsma et al. (Reemtsma et al.

1995) und beschickten Saulen mit Benzothiazol-Lésungen zwischen 15 und 30 pg/L. Abbau von
MTBT wurde nicht beobachtet, auch nicht mit adaptierten Bodensaulen. Lediglich in der Anfangs-
phase des Experimentes lag die Ablaufkonzentration deutlich niedriger als die Konzentration der auf-
gegebenen Losung, was wohl auf die Adsorption von MTBT an die Sedimente oder den ausgebildeten
Biofilm zurtickzufiihren ist. Diese Resultate decken sich mit Bodensaulenversuchen von Hutchins et
al. (Hutchins et al. 1984), die ebenfalls den Abbau von MTBT in Bodensaulen untersuchten. Dazu
wurden Bodensaulen mit Lésungen, die MTBT im ug/L- bis mg/L-Bereich enthielten, beschickt. Abbau
von MTBT, eingesetzt als Primarsubstrat oder als Co-Substrat, konnte nicht beobachtet werden.

Anders als bei dem Abbauversuch mit MTBT beobachteten Reemtsma et al. (Reemtsma et al.
1995) eine rasche Adaption der Bakterienpopulation der Bodensaulen an MBT. Anfangliche Gehalte
von MBT im Ablauf der Bodensaulen nahmen wahrend der Adaptionsphase ab und nach ca. 10
Tagen enthielt der Ablauf der Bodensaulen kein MBT mehr. Jedoch stieg die Konzentration von MTBT
im Ablauf an, nachdem in den ersten Tagen nur sehr geringe Konzentrationen von MTBT (Adaptions-
phase, Adsorption) im Ablauf detektiert wurden. Die MTBT-Konzentration im Ablauf stieg zwischen-
zeitlich sogar auf die stdchiometrisch doppelte Zulaufkonzentration, was die Autoren auf eine
Verdrangung von MTBT von den Sorptionsplatzen durch organisches Material zurtickfihrten. Hier
spielt moglicherweise auch der Bewuchs der Oberflache mit Biofilm eine Rolle. Die MTBT-Konzen-
tration im Ablauf pendelte sich schlieRlich in Héhe der molaren Zulaufkonzentration von MBT ein, was
auf eine vollstandige Methylierung von MBT hindeutet. S-Methylierung speziell von MBT wurde auch
von Brownlee et al. (Brownlee et al. 1992) (s. u.) und von Thiolen im Allgemeinen von Drotar et al.
(Drotar & Fall 1985; Drotar et al. 1987) beschrieben.
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Im Ablauf der mit BT beschickten Bodensaulen wurde weder BT noch ein anderes Benzothiazol
detektiert und auch die Uberpriifung des Sedimentes der Bodensdule ergab keinen Hinweis auf
sorbierte Benzothiazole, woraus auf vollstdndigen Abbau von BT geschlossen wurde (Reemtsma et
al. 1995).

Oberflachengewasser
Die Resultate von Reemtsma et al. (Reemtsma et al. 1995) (s. 0.) sind in Ubereinstimmung mit

durchgefiihrten Feldversuchen an einem kleinen Wasserlauf in Kanada, in welchen indirekt Ablaufe
chemischer Industrie eingeleitet wurden (Brownlee et al. 1992) (Angaben Uber Stoffkonzentrationen
im FlieRgewasser wurden nicht gemacht, diese sind in einer uns nicht zuganglichen Veréffentlichung
aufgefuhrt). Die BT-Konzentrationen im Wasserlauf reduzierten sich innerhalb weniger Stunden um
Grélenordnungen, wahrend die Konzentration von MTBT nur sehr langsam zurlickging. Fir das
Vorhandensein von MTBT im industriellen Abwasser hatte der Autor keine Hinweise, wohl aber fiir
das Vorhandensein von MBT, als Hydrolyseprodukt von TCMTB. Zwar gelang die Bestatigung der
Genese von MTBT aus MBT durch Inkubation von MBT mit Sediment des untersuchten FlieRge-
wassers, allerdings war der Umsatz der Bio-Methylierung gering. Ob eine etwaige direkte Umsetzung
(biotisch oder abiotisch) von TCMTB zu MTBT erfolgt, konnten die Autoren nicht klaren.

3.6.5 Biotransformation bei Inkubation mit Reinkulturen
Untersuchungen zum Abbau organischer Stoffe mit Reinkulturen liefern grundlegende Erkennt-

nisse in zweierlei Hinsicht. Zum einen werden Mikroorganismen identifiziert, welche die fur den Abbau
eines bestimmten Substrates erforderlichen Enzyme produzieren bzw. sich adaptieren kénnen. Zum

anderen lasst sich mit diesen Mikroorganismen der Abbauweg detaillierter untersuchen.

Benzothiazolabbauende Mikroorganismen
Einen Uberblick tber bisher geziichtete Reinkulturen, die Benzothiazole abbauen, geben De

Wever et al. (De Wever et al. 2001). Die grundlegenden Erkenntnisse sind in Tabelle 3-4
zusammengefasst. Bei den benzothiazolabbauenden Mikroorganismen handelt es sich iberwiegend
um Rhodococcus Subspezies. Die ersten Reinkulturen wurden fiir die Benzothiazole OHBT, BT und
ABT isoliert (De Wever et al. 1997; Gaja & Knapp 1997; De Wever et al. 1998). Das Auffinden bzw.
Zichten von Reinkulturen, die BTSA, MBT und MTBT als Primarsubstrat akzeptieren, gestaltete sich
schwieriger. De Wever et al. (De Wever et al. 1998) gelang schlief3lich die Isolierung eines BTSA-
abbauenden Stammes. Die Suche nach MBT-abbauenden Reinkulturen in Inkubationen von
Mischkulturen mit MBT als alleinigem Substrat blieb lange Zeit erfolglos. Darlber hinaus inhibierte
MBT teilweise den Abbau anderer Benzothiazole, wenn es als Co-Substrat eingesetzt wurde (De
Wever et al. 1998). Zwar zeigte Drotar bereits 1987 (Drotar et al. 1987) mogliche Transformationen
von MBT mit Hilfe von Isolaten von Pseudomonas sp. und Escherichia coli sp., jedoch war das
Transformationsprodukt MTBT ebenfalls schlecht biologisch abbaubar. Haroune et al. (Haroune et al.
2004) gelang schlieRlich die Adaption des Stammes OBT18 (isoliert von (De Wever et al. 1997)) an
MBT. Uber MTBT-abbauende Stamme liegen keine Ergebnisse vor. Ahnliches gilt fiir den Abbau von
MBTS mit Reinkulturen. Hier kommt erschwerend hinzu, dass das hydrophobe MBTS vorwiegend an

partikuldres Material sorbiert, was die Verfugbarkeit dieses Stoffes fur Mikroorganismen erschwert.
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Tabelle 3-4: Isolate benzothiazolabbauender Mikroorganismen.

Analyt Stamm / Isolat Autoren Bemerkung
(n.i.) (De Vos, De Wever, Bryon et al. 1993) N .
BTSA Rhodococcus erythropolis / BTS051 (De Wever et al. 1998) Kombination zweier Isolate
Rhodococcus erythropolis / BTS051 (De Wever et al. 1998)
OHBT Rhodococcus rhodochrous / OBT18 (De Wever et al. 1997)
Rhodococcus rhodochrous / PA (Gaja & Knapp 1997)
Rhodococcus erythropolis / BTS051 (De Wever et al. 1998)
BT (n.i.) (De Wever et al. 1997)
Rhodococcus rhodochrous / PA (Gaja & Knapp 1997)
ABT Rhodococcus rhodochrous / TA (Gaja & Knapp 1997)
Rhodococcus rhodochrous / OBT18 (Haroune et al. 2001)
MTBT (n.i.) (De Wever et al. 2001) Huetal. 1983 in De Wevers
MBTS Sulfobacillus disulfidooxidans (De Wever et al. 2001) Dliiisetue (REIE 1 D iizves
Publikation
MBT Rhodococcus rhodochrous / OBT18 (Haroune et al. 2004)

(n. i.) Mikroorganismus wurde nicht identifiziert

Untersuchungen zum Abbauweg
Der Abbauweg von Benzothiazolen bei Inkubation mit Reinkulturen wurde bislang kaum unter-

sucht. Die derzeit vorliegenden gesicherten Informationen fasst Abbildung 3-8 zusammen. Fur BT
wurde mit verschiedenen Stdmmen eine Umsetzung zu OHBT gezeigt (De Wever et al. 1997; De
Wever et al. 1998). Besse et al. (Besse et al. 2001) beobachteten vollstandige Umsetzung bei Inkuba-
tion von BT mit R. erythropolis. Bei der Inkubation mit R. rhodochrous hingegen schien kein OHBT
gebildet zu werden, vielmehr erfolgte eine direkte Umsetzung zu 2,6-Dihydroxybenzothiazol
(2,6-diOHBT). Die Bildung von 2,6-diOHBT wurde auch bei der Inkubation von OHBT beobachtet (De
Wever et al. 1997; De Wever et al. 1998).

Auch der Abbauweg von BTSA mit dem Isolat BTSO3;7 miindet, nach anaerober Transformation
zu OHBT, schlieRlich in den Abbauweg von BT und OHBT. Da der erste Schritt unter anaeroben
Bedingungen ablauft, ist anzunehmen, dass Desulfonierung und Hydroxylierung parallel bzw. in einem
Schritt erfolgen, da sich ansonsten BT akkumulieren wiirde (De Wever et al. 1998).

Bei Inkubation von BT und OHBT mit R. rhodochrous PA fanden Gaja und Knapp (Gaja & Knapp
1997) keine Aktivitat des flr die ortho-Spaltung katalysierenden Enzyms C12D (Catechol-1,2-
dioxygenase). Hingegen stellten die Autoren ausgepragte Aktivitdt des Enzyms C23D (Catechol-2,3-
dioxygenase) fest, welches die meta-Spaltung katalysiert. Fir den Abbau von BT und OHBT

schlossen die Autoren auf eine Ringspaltung in meta-Stellung und den sukzessiven Abbauweg.
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Abbildung 3-8: Konvergierender Metabolisierungspfad dreier Benzothiazole.

Die Erkenntnisse zum Abbau von Benzothiazolen sind im Einklang mit allgemeingultigen
Beobachtungen, den Abbau von Heterocyclen betreffend. Gewdhnlich verlauft die Metabolisierung
von Heterocyclen Uber eine Ringspaltung nach vorheriger Hydroxylierung (De Wever et al. 1998).
Sind 5-Ringe and 6-Ringe gekoppelt, so werden in aller Regel zuerst die 5-Ringe gespalten.
Offensichtlich ist es fur einige Mikroorganismen glinstiger, beim Abbau von Benzothiazolen nicht den
Thiazolring zu spalten, sondern nach Hydroxylierung des 5-Ringes auch noch den 6-Ring zu
aktivieren. Mdglicherweise wirkt die Konstellation der Heteroatome in Benzothiazolen einer einfachen
Spaltung des heterocyclischen Teiles entgegen. Der weitere Verlauf der Metabolisierung von

Benzothiazolen, insbesondere die Spaltung des aromatischen Systems, ist bislang ungeklart.

3.7 Elimination von Benzothiazolen in der Abwasserbehandlung
Trotz der weiten Verbreitung von Benzothiazolen in industriellen Prozessen und bei der

Produktion von Konsumgitern (vorwiegend Gummiprodukten) und trotz der Detektion von Benzo-
thiazolen in Zulauf sowie in Ablauf selbst von kommunalen Klaranlagen (s. 0.) gibt es keine umfas-
sende Studie Uber deren Elimination wahrend der Abwasserbehandlung. Dies war in erster Linie auf
das Fehlen geeigneter Analysenmethoden, die es erlaubten auch polare Transformationsprodukte zu
detektieren, zurtickzufiihren. Erst nach der Entwicklung einer Analysenmethode auf Basis von LC-
ESI-MS/MS (Reemtsma 2000) war dies moglich.

Reemtsma et al. (Reemtsma et al. 1995; Reemtsma et al. 2002) untersuchten industrielle Klaran-
lagen von Gerbereien und ermittelten die Konzentrationen einer ganzen Reihe von Benzothiazolen in
Zu- und Ablauf und konnten dadurch auf Eliminationsraten schlieRen. Das Spektrum der Analyte
reicht von Benzothiazolen mit stark ionischem Charakter (BTSA und ABT) Uber polare (MBT, BT,
OHBT) bis zu unpolaren Benzothiazolen (MTBT). Die untersuchten Gerbereiabwasser enthielten auf-
grund der Verwendung von TCMTB hohe Konzentrationen an MBT (bis 1 200 pg/L (Reemtsma et al.
1995)), das Uber 90 % der Benzothiazolfracht (bezogen auf die erfassten Benzothiazole) ausmacht.
Die Gesamteliminationsraten lagen nur zwischen 60 und 90 %, was aufgrund der hohen Zulauf-
konzentration eine betrachtliche Freisetzung von Benzothiazolen in die aquatische Umwelt bedeutet.

Reemtsma et al. (Reemtsma et al. 1995) untersuchten ferner die Behandlung von Abwasser
zweier Gerbereien mittels konventioneller Belebtschlammbehandlung. Die Elimination von MBT betrug
85 bzw. 93 %, was bei einer Zulaufkonzentration von 551 bzw. 1152 pg/L als gut angesehen werden

kann. Innerhalb dieser Studie wurden neben MBT die Benzothiazole BT und MTBT erfasst. Diese
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verhielten sich sehr unterschiedlich. In einer der beiden Klaranlagen wurde eine hdhere Konzentration
von BT im Ablauf (ca. 130 pg/L) als im Zulauf (ca. 65 ug/L) detektiert, wahrend gleichzeitig die MTBT-
Konzentration von ca. 90 pg/L im Zulauf um ca. 70 % abnahm. Die andere untersuchte Anlage enthielt
im Ablauf eine hohere MTBT-Konzentration (ca. 180 ug/L) als im Zulauf (kleiner 10 pg/L). BT war hier
weder im Zu- noch im Ablauf in signifikanter Konzentration zu detektieren.

Die jungere Studie von Reemtsma et al. (Reemtsma et al. 2002) untersucht die Behandlung von
Gerbereiabwasser mittels eines Membranbioreaktors. Hier war die Elimination von MBT nahezu
vollstandig (99,9 %; Zulaufkonzentration 590 pg/L). Die Entfernung von BT war dagegen unvollstédndig
(37 %; Ablaufkonzentrationen zwischen 0-5 pg/L). Die Konzentration in Zu- und Ablauf der in dieser
Studie miterfassten Benzothiazole MTBT, OHBT und ABT lagen unter 10 ug/L, die Konzentrations-
anderungen dieser Stoffe wahrend der Abwasserbehandlung waren nicht signifikant. BTSA, das in
dieser Studie ebenfalls erfasst wurde, zeigte eine Konzentrationszunahme auf das Dreifache, von
29 pg/L im Zulauf auf 85 pg/L im Permeat des Membranbioreaktors.

Offensichtlich ist die Elimination von Benzothiazolen nicht einheitlich. Wahrend die reaktiveren
Verbindungen MBT, ABT und OHBT entfernt werden bzw. bezogen auf deren Konzentration eine
untergeordnete Rolle spielen, sind es die weniger reaktiven Benzothiazole MTBT und BTSA und in
geringerem Male auch BT, deren Konzentration wahrend der Abwasserbehandlung zunimmt. Dabei
liegt nahe, dass insbesondere die Art der Abwasserbehandlung eine nicht zu vernachlassigende Rolle
spielt.

Wird industrielles Abwasser dem kommunalen Abwassersystem zugefihrt, werden die
Benzothiazole mutmallich verdiinnt. Bei kommunalen Anlagen muss von einer weniger gut an
Benzothiazole adaptierten Bioztnose ausgegangen werden, was, zusammen mit dem hohen
Nahrstoffangebot leicht abbaubarer Stoffe in kommunalem Abwasser, zu einer Verschlechterung des
Abbaus von Benzothiazolen fiihren kann. Andererseits ist auch eine Verbesserung des Abbaus
denkbar, wenn co-metabolische Prozesse aufgrund des hohen Nahrstoffangebotes unterstitzt werden
oder wenn eine geringere Hemmung benzothiazolabbauender Mikroorganismen erfolgt.

Eine Ausweitung der Untersuchungen zum Auftreten von Benzothiazolen in Abwassern ist nicht
nur bezogen auf ein umfassenderes Analytspekirum (polare Analyte, Transformationsprodukte usw.)
geboten. Auch sollten kommunale Klaranlagen in zukinftigen Studien gréRere Beachtung finden. Dies
bedarf jedoch der Entwicklung leistungsfahiger Analysenmethoden und der Erforschung weiterer,
moglicherweise stabiler Transformationsprodukte.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien

Reinstwasser wurden hergestellt mittels einer Aufbereitungsanlage des Typs ELGA Maxima
HPLC Ultra Pure Water der Firma Elga (Ubstadt-Weiher, Deutschland).

Benzothiazol (BT; 96 %), 2-Hydroxybenzothiazole (OHBT; 98 %), Glutathion (GSH; 98 %) in
reduzierter Form und Benzothiazol-6-carbonsaure (BTCA; 96 %) wurden von Sigma-Aldrich Chemie
(Steinheim, Deutschland) bezogen und 2-Mercaptobenzothiazol (MBT; p.a.) von Merck (Darmstadt,
Deutschland). 2-Aminobenzothiazol (ABT; 98 %) wurde bei Fluka Chemie (Buchs, Schweiz) gekauft
und 2-Methylthiobenzothiazol (MTBT; pure) von Ferak (Berlin, Deuschland). Benzthiazolsulfonsaure
(BTSA) wurde freundlicherweise von Frau Helen De Wever (Mol, Belgien) zur Verfliigung gestellt.

Lésungsmittel (Methanol; Aceton, Ameisensdure u.d.) und weitere Reagenzien (Ammonium-

acetat, Tributylamin u.a.) waren generell von héchster kommerziell erhaltlicher Reinheit.

4.2 Chromatographische Trennung
Die chromatographische Trennung erfolgte mit einer HPLC-Anlage des Typs HP 1100 (Agilent,

Waldbronn, Deutschland) und bestand aus einem Vakuumentgaser, einer bindren Hochdruck-
gradientenpumpe, einem automatischen Probengeber, einem Saulenofen und einem Diodenarray-
Detektor mit Halbmikrodurchflusskivette. Abhangig von den Experimenten wurde bei den Analysen

zusatzlich zum MS-Signal teilweise auch das Signal des Diodenarray-Detekorts aufgezeichnet.

4.2.1 Umkehrphasen-Chromatographie (RP-HPLC)
Die Trennung von BTSA, MBT, OHBT und ABT, BT, MTBT erfolgte in zwei getrennten Laufen.

Von den im Folgenden aufgelisteten Parametern wurden lediglich die Gradienten entsprechend des
Probenmaterials leicht verandert. AuBerst starke Matrixbelastung der Probe bzw. des Extraktes
erforderte gelegentlich Gradienten mit hdherem Organik-Anteil. Die Parameter der chromato-
graphische Trennung sind ferner an anderer Stelle wiedergegeben (Kloepfer, Jekel et al. 2004).

Die im negativen ESI-Modus detektierten Analyte BTSA, MBT und OHBT wurden getrennt mittels
einer Super-Sphere 100 C18e Saule (3 mm x 125 mm; 4 ym PartikelgréRe) von Knauer (Berlin,
Deutschland). Die Eluenten bestanden aus H,O/Methanol 85:15 (A) und 10:90 (B). Beide Eluenten
enthielten Ammoniumacetat in einer Konzentration von 10 mM. Das Gradientenprgramm war: 0 min
15 % B; 9 min 75 % B, 9,5 min 15B 14 min 15 % B. Die Trennung erfolgte bei einem Fluss von
0,5 mL/min und einer Temperatur von 40 °C. Das injizierte Probenvolumen betrug 60 pL.

Bei ABT, BT und MTBT, die im positiven ESI-Modus detektiert werden, erfolgte die Trennung
Uber eine Euro-Sphere C18 Saule (3 mm x 125 mm; 5 ym Partikelgré3e) von Knauer (Berlin, Deutsch-
land). Die Eluenten waren H,O/Methanol 80:20 (A) und 10:90 (B) und enthielten jeweils 0,1 %
Ameisensaure. Der Verlauf des Gradienten war 0 min 30 % B, 2 min 65 % B, 4,5 min 85 % B, 8,5 min
85 % B und 14 min 85 % B.
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4.2.2 lonenpaarchromatographie (IP-HPLC)
Als lonenpaarreagenz wurde den Eluenten (A: Methanol/H,O 20:80; B: Methanol/H,O 70:30)

Tributylamin (0,5 mM) zugesetzt. Die Trennung erfolgte Uber eine Phenylhexyl-Saule (2 mm x
150 mm; 3 uym PartikelgréfRe) von Phenomenex. Der Gradient war: 0 min 20 % B, 13 min 85 % B,
14 min 85 % B und 24 min 85 % B (Haroune et al. 2002).

4.3 Massenspektrometrie
Die Detektion der Analyte erfolgte im multiple-reaction-monitoring-Modus (MRM) mittels

electrospray-ionization-Massenspektrometrie mit einem Quattro LC triple-Quadrupole Massenspektro-
meter der Firma Micromass (Manchester; GroRbritannien).

Generell wurden folgende Parameter, die regelmaRig geprift und ggf. optimiert wurden, angelegt:
die Quellentemperatur betrug 120 °C und die Desolvatationstemperatru 220 °C; Gasflisse von N,
betrugen 90 L/h (nebulizer gas) bzw. ca. 850 L/h (desolvation gas). Im negativen lonisations-Modus
lag an der ESI-Kapillare eine Spannung von ca. 3,3 kV an, im positiven Modus ca. 3,6 kV; der Druck
des Kollisionsgases Argon in der Kollisionszelle betrug 1,3 x 10° mbar. Die instrumentellen
Einstellungen und MRM-Ubergénge der einzelnen Analyte enthélt Tabelle 5-1 (s. S. 42).

4.4 Festphasenextraktion

4.41 Eingesetzte Festphasen
Die getesteten Festphasen umfassten C18-Materialien (RP18 von Merck, ENV+ von IST, Envi 18

von Supelco) und Styrol-Divinylbenzol (SDB)-Copolymere (LiChrolut EN von Merck, Envi Chrom P
von Supelco). Um sowohl die stark polaren (BTSA, ABT, MBT, OHBT) wie auch die weniger polaren
Analyten (MTBT, BT) mdglichst effektiv zu extrahieren, wurde auch die Verwendung von Mischungen
vorgenannter Phasen untersucht. Ferner wurden neuentwickelte Copolymere von Divinylbenzol und
N-vinylpyrrolidon (Oasis HLB von Waters) und oberflachenmodifizierte SDB-Copolymere (StrataX von
Phenomenex) getestet.

Innerhalb dieser Arbeit durchgeflhrte Extraktionen aquatischer Proben erfolgten unter

Verwendung der Festphase Oasis HLB der Firma Waters.

4.4.2 Gerate zur Extraktion
Eine automatisierte SPE-Anlage des Typs AufoTrace SPE-Workstation (Zymark, Hopkinton,

USA) wurde zur Durchfihrung der Extraktion eingesetzt. Die Aufgabe von Ldsungsmittel, das
Lésungsmittelvolumen, das Probevolumen und die Fliedigeschwindigkeiten werden bei diesem Gerat
in einem Programm zusammengestellt, das dann abgearbeitet wird. Im Unterschied zu manuellen
SPE-Anlage arbeitet dieses Gerat nicht mit angelegtem Vakuum, sondern férdert Losungsmittel und
Probe Gber Pumpen auf die SPE-Kartuschen.

4.4.3 Extraktionsprogramm
Fur die Extraktion von Benzothiazolen aus 50 bis 100 mL Probe mit der Festphasenkartusche

Oasis HLB 200 mg wurde die in Tabelle 4-1 aufgefihrte Methode entwickelt und angewandt. Fir
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spezielle Anforderungen wie beispielsweise wahrend der Methodenentwicklung und Validierung wurde

das Extraktionsprogramm entsprechend abgeéandert.

Tabelle 4-1: Extraktionsprogramm flr die Extraktion von Benzothiazolen mit Oasis HLB
(200 mg) aus Probenvolumina von 50-100 mL.

Volumen Fluss
Arbeitsschritt [mL] Losungsmittel [mL/min]

3,5 MeOH/Aceton 6/4 4,0
Konditionierung 1,0 MeOH/Aceton 6/4 4,0
1,0 MeOH/Aceton 6/4 4,0
5,0 Reinstwasser 4,0
Probenaufgabe 50 - 100 4,0
Waschen der Kartusche 0,5 Reinstwasser 20,0
3,5 MeOH/Aceton 6/4 2,0

Elution/Einwirken 1,0 MeOH/Aceton 6/4 2,0
1,0 MeOH/Aceton 6/4 2,0

0,5 MeOH/Aceton 6/4 2,0
Elution 0,5 Reinstwasser 2,0

4.4.4 Durchbruchversuche
Leitungswasser und Klaranlagenablauf wurden mit sechs Benzothiazolen so dotiert, dass die

Konzentration je Analyt 200 ug/L betrug. Die dotierten Lésungen wurden Uber Oasis HLB (3 mL,
60 mg) und StrataX (3 mL, 60 mg) extrahiert. Wahrend der Extraktion wurden Proben des

Kartuschenablaufes genommen und direkt zur Analyse eingesetzt.

4.4.5 Einengung von SPE-Extrakten
Das Abziehen des Losungsmittels erfolgte in einer SpeedVac Vakuumzentrifuge (Savant,

Farmingdale, USA) bei maximal mdglichem Vakuum und einer Temperatur von 45 °C. Allen Extrakten
wurde vor der Einengung mindestens 0,5 mL Wasser als ,Keeper® zugegeben (generell geschah dies
bereits durch den letzten Schritt im Extraktionsprogramm; s. 0.). Dies sollte den Verlust der maRig
flichtigen Stoffe BT und MTBT verhindern.

Eingeengt wurde auf ein Volumen von ca. 0,7 mL. Danach wurde Wasser zugegeben, um einen
héheren Wasseranteil im eingeengten Extrakt zu erreichen, da es ansonsten zur Peakverbreiterung
frih eluierender Stoffe kommt.

Zwei unterschiedliche Varianten bezlglich des Endvolumens nach dem Einengen wurden
angewandt:

(i) Wenn vor dem Einengen Interner Standard (Benzothiazol-6-carbonsaure, BTCA) zugegeben
wurde, so genigte es, auf ein Volumen von ca. 0,7 mL einzuengen und Wasser bis ca. 1,5 ml
Gesamtvolumen zuzugeben. Die unterschiedlichen Volumina wurden bei der Auswertung Gber
den Internen Standard korrigiert.

(ii)  Wenn nach dem Einengen auf ein definiertes Volumen (kalibrierte Zentrifugenglaser, 2 ml)

aufgefillt wurde, war kein Einsatz von Internem Standard notwendig.



32 Material und Methoden

4.5 Schutz der Thiolgruppe von MBT mit Glutathion (GSH)

Zur Verdeutlichung der Wirkung von Glutathion (GSH) wurden zwei Experimente durchgefiihrt:

(i) Reinstwasser wurde mit MBT bis zu einer Konzentration von 2 pg/L dotiert. Vier Ansatze von
je 100 mL wurden extrahiert (Oasis HLB, 200 mg, 6 mL) wovon zwei Ansatze zuvor mit je 500 pL
GSH-Lésung (0,1 mol/L in Wasser) versetzt wurden. Die SPE-Eluate wurden eingeengt und per LC-
ESI-MS/MS analysiert. Als Referenzwert zur Berechnung der Wiederfindung wurde eine MBT-
Standardlésung mit 200 ug/L (theoretische MBT-Konzentration in den SPE-Extrakten) herangezogen.
(ii) Fanf Zuldufe und finf Ablaufe einer Klaranlage wurden jeweils einmal mit und einmal ohne
Zugabe von GSH extrahiert (Oasis HLB, 200 mg, 6 mL) und per LC-MS vermessen. Die Dosierung
von GSH erfolgte so, dass zu 100 mL Klaranlagenablauf oder zu 50 mL Klaranlagenzulauf
(Rohabwasser) 1 mL 0,1 M GSH-Lésung zugegeben wurde.

4.6 Unterscheidung zwischen Matrixeffekten und SPE-
Wiederfindung

Zur Unterscheidung von Matrixeffekten und maoglichen Wiederfindungsverlusten wahrend der
SPE wurden drei Standard-Additions-Reihen miteinander verglichen (Abbildung 4-1):
o  Std-Add-Reihe Std-Lsg:
Standardlésungen, die keinen Matrixeffekten unterworfen sind, wurden mittels LC-ESI-MS/MS
analysiert.
o  Std-Add-Reihe Matrix:
Ein Volumen von 100 mL Reinstwasser wurde mit GSH-L6sung (1 mL 0,1 M) versetzt, extrahiert
und die SPE-Extrakte auf 2 mL eingeengt. Die eingeengten Extrakte wurden auf geteilt und mit
Dotierlésung so versetzt, dass die Konzentration 50 pL Dotierlésung auf 1 mL Extrakt entsprach.
o Std-Add-Reihe SPE+Matrix:
Volumen von 100 mL Reinstwasser wurden mit GSH-L6sung (1 mL 0,1 M) und mit 100 pL
Dotierlésung versetzt und extrahiert. Die SPE-Extrakte wurden auf 2 mL eingeengt und
analysiert. Durch Zugabe von 100 pL Dotierlésung und Einengen der Extrakte auf 2 mL

entsprechen auch in diesem Ansatz 50 uL Dotierlosung 1 mL Gesamtvolumen im Vial.

Aus diesen drei Ansatzen werden drei Standard-Additions-Geraden erzeugt, Uber deren
unterschiedliche Steigungen der Einfluss von Matrixeffekten und Wiederfindungsverluste separat

beurteilt werden kdnnen.
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Abbildung 4-1: Dotierschema zur differenzierten Untersuchung von SPE-Wiederfindung und Matrixeffekten.

4.7 Volumenstromreduzierung durch post-column splitting (PCS)
Der von der HPLC-Saule kommende Volumenstrom wurde unmittelbar vor der ESI-Kapillare mit

einem T-Stlick mit geringem Totvolumen gesplittet. Auf eine mdglichst nahe Positionierung der Split-
Vorrichtung an der ESI-Kapillare wurde geachtet, um eine Peakverbreiterung der Analytpeaks und
eine starke Erhéhung der Durchstromungszeit der Kapillare zu vermeiden.

Die Einstellung des Split-Verhaltnisses wurde erreicht durch die Verwendung von Kapillaren
unterschiedlicher Ladnge und mit unterschiedlichem Innendurchmesser (ID) auf der waste-Seite und
der MS-Seite (kurze Kapillare mit groRem ID > geringer Gegendruck, grof3er Volumenstrom; lange
Kapillare mit geringem ID - hoher Gegendruck, geringer Volumenstrom). Das Splitverhaltnis wurde
ermittelt durch Bestimmung des Gesamtvolumenstromes und des waste-Volumenstromes.

Zur Untersuchung des Einflusses des Volumenstromes auf den Analyt-Response wurden
verschiedene Splitverhaltnisse getestet und der der ESI-Quelle zugefiihrte Volumenstrom so von
500 L/min dber 155 pyL/min und 90 pL/min auf 20 pL/min verringert. Die Analytkonzentration bei
diesen Versuchen lag bei 20 pg/L. Die Analyten waren dabei in einem Gemisch aus Reinstwasser und
Methanol gelést.

Fir die Untersuchung des Einflusses der Volumenstromreduktion bei der Untersuchung von
Realproben mit hohem Matrixgehalt wurde der von der HPLC kommende Volumenstrom von
500 yL/min so gesplittet, dass der ESI-Quelle im negativen lonisationsmodus 90 pL/min zugefihrt

wurden und bei positivem lonisationsmodus 20 yL/min.
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4.8 Quantifizierung
Die quantitative Bestimmung erfolgte innerhalb dieser Arbeit generell durch externe Kalibration in

Probenmatrix. Von einer Serie mit Proben gleicher Matrix wird eine begrenzte Anzahl Proben Uber das
Standard-Additions-Verfahren bestimmt. Die Zugabe von Dotierlésung erfolgt dabei zu Beginn des
Analysenprozesses, also vor der SPE. Dadurch werden Matrixeffekte und Wiederfindungsverluste
wahrend der SPE berlcksichtig. Als Indikator, ob dieses Quantifizierungsverfahren angewandt werden
kann, dient die Variation der Steigungen der Standard-Additions-Geraden aus den Standard-
Additions-Reihen. Hohe Variabilitdt bedeutet eine sehr inhomogene Matrix und resultiert in einer
groRen Unsicherheit der errechneten Konzentrationen. Ist die Variabilitdt hingegen gering, liegt
innerhalb der Probenserie eine recht homogene Matrix vor und die ermittelte Konzentration ist mit
einem tolerablen Fehler behaftet.

Dieses Verfahren ist anhand zweier Probenserien beispielhaft beschrieben (Kapitel 5.7). Als
Probenmatrix diente Klaranlagenzulauf und -ablauf. Je vier Proben aus zwei Probeserien mit je 20
Exemplaren wurden dber 0,45 pym Membranfilter filtriert und entsprechend des Standard-Additions-
Verfahrens dotiert. Die Anreicherung mittels SPE und die Analyse der Extrakte per LC-MS/MS erfolgte
wie oben beschrieben und unter Volumenstromreduktion (negativer ESI-Modus: 90 pL/min; positiver
ESI-Modus 20 pyL/min) mittels post-column splitting. Die Steigungen der Standard-Additions-Geraden
wurden ermittelt und miteinander Verglichen.

Eine detaillierte Aufstellung der Steigung ist im Anhang (Kapitel 13.4) gegeben, die Diskussion
der Resultate erfolgt in Kapitel 5.7.

4.9 Ermittlung der Bestimmungsgrenzen
Die Bestimmungsgrenzen wurden Uber das Verhaltnis von Analyt-Signal zu Grundrauschen

(signal-to-noise-ratio; S/N) festgelegt. Ermittelt wurden das Instrumentelle Detektionslimit (IDL;
S/N = 3) und die methodischen Bestimmungsgrenzen Detektionslimit (LOD; S/N = 3) und Quantifi-
zierungslimit (LOQ; S/N = 10).

491 IDL

Die Ermittlung des IDL erfolgte durch Analyse von niedrig konzentrierten (wassrigen) Standard-
I6sungen mittels HPLC-ESI-MS/MS. Die Konzentrationen der Standardldsungen zur Bestimmung der
IDL lagen fir die einzelnen Benzothiazole in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen, diese sind in
Tabelle 4-2 aufgelistet. Von den resultierenden Benzothiazol-Peaks wurde das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis uUber die Peakhdhe und die Ho6he des Grundrauschens nahe des Peaks bestimmt.
Standardlosungen (stets frisch angesetzt) zur Bestimmung des IDL wurden (ber Monate hinweg

wiederholt gemessen.
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Tabelle 4-2: Standardldsungen zur Bestimmung der IDL.
Angegeben sind die Konzentrationsbereiche der eingesetzten Standardlésungen
sowie die zur IDL-Bestimmung injizierten Menge Analyt.

Konzentrationsbereich Injizierte Menge Analyt
[ug/L] [pd]

von bis von bis

ABT 0,2 2,0 12 120
BT 0,2 16,7 12 720
MTBT 0,2 16,7 12 600
BTSA 0,2 41,7 12 1920
MBT 0,6 20,0 36 1200
OHBT 0,6 60,0 36 3600

49.2 LOD und LOQ

Proben von Zu- und Ablauf eines Klarwerkes wurden analysiert und Uber Standard-Addition
quantifiziert. Die Signal-zu-Rausch-Verhaltnisse der Analytpeaks in diesen Proben wurden ermittelt.
Ausgehend von diesen S/N-Verhaltnissen wurde die Konzentration errechnet, bei welcher S/N = 3 und
S/N = 10 waren. Uber den Grubbs-Test (s. Anhang Kapitel 13.5) wurden AusreiRer ermittelt und aus
den Datenreihen entfernt. Der Mittelwert der ausreilerbereinigten Konzentrationen fir S/N = 3 eines
Analyten ist dessen Detektionslimit, der Mittelwert der Konzentrationen von S/N =10 stellen das

Quantifizierungslimit dar.

4.10 Untersuchungen zu Metabolisierung, Abbau, Transformation
Der Metabolisierungspfad von BT/OHBT und MBT wurde in Zusammenarbeit mit einer

franzosischen Arbeitsgruppe um Anne-Marie Delort und Nicolas Haroune (Université Blaise Pascal,
63177 Aubiere Cedex, Frankreich) naher untersucht (Haroune et al. 2002; Haroune et al. 2004).
Unser Kooperationspartner fuhrte Inkubationen von BT/OHBT und MBT mit den Stammen (BT/OHBT:
Rhodococcus pyridinovorans PA N-120-8; MBT: Rhodococcus rhodochrous OBT18) durch, entnahm
Proben aus den Inkubationsansatzen und analysierte diese mittels verschiedener NMR-Techniken.
Zusammensetzung der Inkubationsansatze und Durchfiihrung der NMR-Untersuchungen sind an
anderer Stelle wiedergegeben (Haroune et al. 2002; Haroune et al. 2004).

Volumen von ca. 1-2 mL der entnommenen Proben wurden tiefgefroren und in unser Labor nach
Berlin gesandt. Nach dem Eintreffen der Proben wurden diese stets in Eisschrank (ca. -18 °C)
gelagert und nur zum Ansetzten von Verdinnungen fir die LC-MS/MS-Bestimmung aufgetaut. Fir
LC-MS/MS-Messungen wurden Verdiinnungen von 1/5 bis 1/50 angesetzt und analysiert.

Aus der Inkubation von OHBT mit Rhodococcus pyridinovorans PA N-120-8 erhielten wir eine
Probenserie von 5 Proben, die zu unterschiedlichen Zeiten (123 h, 127 h, 151 h, 157 h, 199 h) aus der
Inkubation entnommen wurden. Die chromatographische Trennung erfolgte mittels lonenpaar-
chromatographie (s.o0.). Die Gerateeinstellungen am ESI-MS-Detektor wurden generell wie o