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Zusammenfassung

Das Wichtigste in Klirze:

= Die Ozonung reduziert 6kotoxikologische Effekte deutlich und verbessert die Abwasserqua-
litét signifikant.

= Unmittelbar nach der Ozonung sind nur in Einzelféllen geringe ,Auffélligkeiten® aufgetreten
(z.B. Mutagenitét). Das ist nicht erstaunlich, da es sich bei der ARA Neugut um ein Abwasser
handelt, das fiir eine Ozonung geeignet ist (d.h. durch die Ozonbehandlung wird grundsétz-
lich eine Verbesserung der Abwasserqualitdt erreicht, und es werden keine oder kaum prob-
lematische Oxidationsnebenprodukte gebildet).

= Die Abwasserqualitét ist durch die Nachbehandlung nach Ozonung in nur wenigen Féllen
noch weiter verbessert worden

= Da durch die Ozonung keine deutlichen messbaren toxischen Effekte (Toxizitdtszunahme)
aufgetreten sind, ist ein Vergleich der Nachbehandlungsverfahren anhand der verwendeten
Biotests schwierig.

= Auf Grund der zusétzlichen Elimination von organischen Spurenstoffen (Kombination einer
Lvollen“ Ozonung mit einer Aktivkohlebehandlung) hat der Filter mit neuer granulierter Aktiv-
kohle etwas besser abgeschnitten. Bezliglich der Elimination von toxischen labilen Reakti-
onsprodukten — die Hauptaufgabe einer Nachbehandlungsstufe — hat sich dieser GAK-Filter
nicht von den anderen Nachbehandlungsverfahren unterschieden.

Einleitung

Mikroverunreinigungen im Abwasser, wie beispielsweise Rickstdnde von Medikamenten und
Pflegeprodukten, werden durch weitergehende Reinigungsstufen eliminiert. Dadurch verringert
sich der Eintrag dieser Substanzen ins Gewasserdkosystem, und die Tier- und Pflanzenwelt so-
wie die Trinkwasserressourcen werden geschutzt. Studien zeigen, dass die Ozonung — neben
der Aktivkohlebehandlung — ein geeignetes Verfahren zur Entfernung von Mikroverunreinigungen
darstellt.

Ozon reagiert nicht nur mit den Mikroverunreinigungen, sondern oxidiert auch die Abwasser-
matrix (organische, aber auch anorganische Stoffe). Daraus konnen labile Reaktionsprodukte,
wie Aldehyde, Ketone, organische Sauren etc., entstehen, die méglicherweise toxisch sind [1].
Diese Produkte sind in der Regel unproblematisch, da sie in einer Nachbehandlung gut biologisch
abbaubar sind. Aus diesem Grund ist der Ozonung eine biologisch aktive Behandlungsstufe
nachzuschalten. Hierflr kdnnen beispielsweise Sandfilter, Wirbel- oder Festbettverfahren einge-
setzt werden, in denen Bakterien in Biofilmen Stoffe biologisch umsetzen. Zudem ist der Einsatz
von granulierten Aktivkohlefiltern (GAK) mdglich in denen organische Mikroverunreinigungen und
labile Reaktionsprodukte aus der Ozonung durch den Biofilm auf der Kohle abgebaut werden.
Zusatzlich werden auch noch Mikroverunreinigungen durch Sorption eliminiert.

Im vorliegenden ReTREAT-Projekt wurde die Effizienz der Ozonung in Kombination mit verschie-
denen Nachbehandlungsverfahren zur Reduzierung der labilen Reaktionsprodukte und dadurch
von mdglichen 6kotoxikologischen Wirkungen (,Auffalligkeiten®) untersucht. Insbesondere ging
es darum zu beobachten, ob anhand der angewendeten Biotests die Leistung (hinsichtlich des
Abbaus von labilen Reaktionsprodukten und der damit verbundenen Toxizitat) der untersuchten
Nachbehandlungsverfahren unterschieden werden kann. Zusatzlich kbnnen mit einem Teil der
Biotests auch Aussagen lber die Leistungsfahigkeit der Ozonung (und der Nachbehandlungen)
zur Entfernung von Mikroverunreinigungen gemacht werden. Das vorliegende Projekt wurde auf
der Abwasserreinigungsanlage (ARA) Neugut in Dibendorf — der ersten grosstechnischen Ozo-
nungsanlage zur Behandlung von kommunalem Abwasser — durchgefiihrt. Im Projekt wurden die
folgenden Nachbehandlungsverfahren untersucht:

= Sandfilter (SF) (volltechnisch)
= Wirbelbett (WB) (Pilotmassstab)
= Festbett (FB) (Pilotmassstab)




= Granulierter Aktivkohlefilter mit neuer (d.h. nur wenig beladener) Aktivkohle (13‘000 bis
20'000 Bettvolumina (BV)) (GAK2; Pilotmassstab)

= Granulierter Aktivkohlefilter mit stark vorbeladener Aktivkohle (35000 bis 43‘000 BV;
siehe dazu [2]; GAKS; Pilotmassstab)

Methoden

Um die Effizienz der Ozonung und der Nachbehandlungen zu evaluieren, wurden Proben vor und
nach den verschiedenen Reinigungsstufen auf dkotoxikologische Effekte untersucht. Die Biotests
wurden von Februar bis April 2015 durchgefuhrt. In dieser Zeit wurden die Ozondosis und weitere
Betriebsparameter konstant gehalten (2.7 g Os/ms). Eingesetzt wurden die folgenden Biotests im
Labor und im Durchfluss auf der Klaranlage:

In-vitro- / in vivo-Testsysteme (im Labor) (mit 48h Sammelproben aus 3 Messkampagnen)

zur Untersuchung von Auffalligkeiten in der Ozonung
- Gentox (p53)-CALUX®: erbgutschadigende (gentoxische) Wirkungen
- Ames-Test: vererbbare erbgutverdndernde (mutagene) Wirkungen
- Wasserfléhe (Ceriodaphnia dubia): Auswirkungen auf die Fortpflanzung
zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit der Ozonung und der Nachbehandlungen:
- Leuchtbakterien (Aliivibrio fischeri): Allgemein toxische Wirkungen
- Grunalgen (Raphidocelis subcapitata): Auswirkungen auf Photosynthese und Wachstum

In-vivo-Testsysteme (im Durchfluss) v.a. zur Untersuchung von Auffalligkeiten nach der Ozo-
nung und wenn mdglich auch zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit der Behandlungen:

- Glanzwurmer (Lumbriculus variegatus): Auswirkungen auf die Fortpflanzung

- Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss): Untersuchung der Entwicklung von friihen
Lebensstadien mit einem Fish Early Life Stage Toxicity-Test

o Erfassung von Sterblichkeit (letaler Endpunkt)

o Erfassung verschiedener subletaler Endpunkte: allgemeine Entwicklungspara-
meter wie Schlupf, Aufschwimmen und Lange bzw. Gewicht, Veranderungen von
Geweben und Organen sowie die Expression verschiedener schadstoffrelevan-
ter Gene als Biomarker.

Anhand der Genexpression kann eine Aussage Uber die Belastung des Organismus gemacht
werden. Dabei kdnnen folgende Reaktionen auftreten: eine allgemeine Stressantwort, oxidativer
Stress, Biotransformation (d.h. eine Umwandlung von Fremdstoffen im Organismus durch En-
zyme), Regulierung des Immunsystems, hormonelle Wirkung sowie Reaktionen auf Schwerme-
tall-Belastung.

Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Biotests zunachst unter dem Gesichtspunkt Auffalligkei-
ten nach der Ozonung und anschliessend bezlglich der Leistungsfahigkeit der verschiedenen
Behandlungen zusammengefasst.

Leichte Auffalligkeiten nach der Ozonung wurden in zwei Biotests gemessen: dem Ames-Test
und dem Fortpflanzungstest mit Wasserflohen. Diese Auffalligkeiten wurden durch die Nachbe-
handlungen teilweise verringert bzw. eliminiert. Die nachfolgende Tabelle fasst die Ergebnisse
der Biotests zusammen, die zur Beurteilung der Nachbehandlungen in Bezug auf moglicherweise
toxische, labile Reaktionsprodukte herangezogen wurden.




Auffalligkeiten

Durchgefiihrter Test Messparameter nach Ozonung | nach Nachbehandlung

in-vitro -Biotests

Gentox (p53)-CALUX® Gentoxizitat k.E. k.E.

Ames-Test Mutagenitat in 1 von 12 Tests: Mutagenitéat bei in 1 von 12 Tests: Mutagenitat bei
20-facher Anreicherung 20facher Anreicherung im SF

in-vivo -Biotests im Labor

Fortpflanzungstest mit Fortpflanzung schwacher Effekt in 1 von 3 schwacher Effekt in 1 von 3
Wasserflohen Messkampagnen Messkampagnen bei SF, GAK3
(beladen) und FB

k.E. kein Effekt; SF Sandfilter; FB Festbett, GAK Granulierte Aktivkohle
in griin: keine Auffalligkeiten bei 2-3 Messkampagnen, in grau: kein Effekt

Mutagenitét im Ames-Test konnte bei 1-facher Probenkonzentration in keiner der Abwasserpro-
ben nachgewiesen werden. Nach 20-facher Anreicherung zeigte sich bei einem von 12 Tests
direkt nach der Ozonung Mutagenitat (in der ersten Messkampagne). Diese Effekte wurden im
nachgeschalteten Sandfilter deutlich reduziert. Die anderen untersuchten Nachbehandlungsver-
fahren eliminierten die Mutagenitéat. Einzig nach dem Sandfilter wurde in einem von 12 Tests
Mutagenitat nachgewiesen (in der dritten Messkampagne). Dieses Resultat ist unerwartet und
kann mit der aktuellen Datenlage nicht erklart werden.

Die Fortpflanzung der Wasserflshe war nach der Ozonung in einer von drei Messkampagnen
leicht beeintrachtigt. Dieser Effekt wurde durch GAK2 und WB eliminiert, bei den weiteren Nach-
behandlungen trat keine Veranderung auf. Da dieses Resultat nur bei einer Messkampagne auf-
trat, wird keine der Behandlungen in Bezug auf Toxizitat gegentber Wasserflohen als bedenklich
angesehen.

Die Fortpflanzung von Glanzwiirmern wurde durch keine der untersuchten Abwasserproben sig-
nifikant beeintrachtigt, auch nicht direkt nach der biologischen Reinigung. Auch die Entwicklung
von friihen Lebensstadien von Regenbogenforellen im Durchfluss auf der Klaranlage zeigte keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen an. Einzig die subletalen Endpunkte
bei den Regenbogenforellen — d.h. die Histopathologie und die Genexpression, die in angeglie-
derten Projekten bearbeitet wurden — gaben Hinweise auf Unterschiede durch Ozonung und die
Nachbehandlungen.

Es hat sich gezeigt, dass ein Teil der eingesetzten Biotestverfahren geeignet waren, um die
Leistungsfihigkeit der Ozonung und der Nachbehandlungen zu beurteilen:

Drei Biotests zeigten eine Verbesserung von dkotoxikologischen Effekten durch die Ozo-
nung (Leuchtbakterientest, kombinierter Algentest und Genexpression im Regenbogenforellen-
test). Bei den Regenbogenforellen war die Mehrheit der untersuchten Biomarker signifikant er-
hoht (induziert), wenn die Forellen dem biologisch gereinigten Abwasser (Ablauf Nachklarung)
ausgesetzt wurden. Diese negativen Reaktionen — insbesondere auf die Biotransformation, die
hormonelle Wirkung, die Immunregulation sowie den Zellzyklus — wurden durch die Behandlung
mit Ozon signifikant verringert.

Bei den getesteten Nachbehandlungen konnten mit den im Labor durchgefihrten in vitro- und
in vivo-Biotests nur geringfiigige Unterschiede der 6kotoxikologischen Effekte im Vergleich
zu den Effekten nach Ozonung aufgezeigt werden, da die Toxizitat nach der Ozonung bereits
sehr niedrig war. Bei den in vivo-Biotests im Durchfluss wurde einzig beim Gewebezustand und
der Genexpression der Regenbogenforellen eine teilweise Verbesserung der Effekte gemessen.
Die Ergebnisse der Biotests, die zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit der Reinigungsstufen in
Bezug auf die Elimination von Mikroverunreinigungen herangezogen wurden, sind in der nachfol-
genden Tabelle zusammengefasst:




Leistungsfahigkeit Leistungsfahigkeit der Nachbehandlungen

der Ozonung SF FB WB GAK 2 GAK 3
Durchgefiihrter Test Messparameter (unbeladen) (beladen)
in-vitro / in-vivo -Biotests im Labor
Leuchtbakterientest Leuchtkraft + var. var. var. + +
(-66 % Effekt) (-31 % Effekt) (-31 % Effekt)
Kombinierter Algentest Photosynthese + k.V. k.V. k.V. + k.V.
(-80 % Effekt) (-66 % Effekt)
Wachstum + var. k.V. var. var. var.
(-73 % Effekt)
in-vivo-Biotests im Durchfluss
Regenbogenforellentest Gewebezustand k.V. k.V. k.V. + k.V.
Genexpression + k.V. + k.V. + k.V.

+ Verbesserung; var. variable Ergebnisse; k.V. keine Veranderung
SF Sandfilter; FB Festbett; WB Wirbelbett; GAK Granulierte Aktivkohle
in griin: Verbesserung bei 2-3 Messkampagnen; in grau: keine Veranderung oder variable Ergebnisse

Abwasser aus dem Sandfilter, dem Festbett oder dem Wirbelbett zeigte je nach Biotest keine
Veranderung von nach der Ozonung beobachteten Effekten oder bewirkte variable Ergebnisse
abhéangig von der Messkampagne. SF und WB erzielten eine leichte Verdnderung der Genex-
pression, FB bewirkte eine weitere Verbesserung. Das heisst, die Genexpression der Tiere, die
diesem Abwasser ausgesetzt waren, war dem Genexpressionsmuster der Kontrolltiere am ahn-
lichsten und unterschied sich deutlich von dem Genexpressionsmuster nach Ozonung.

Der unbeladene granulierte Aktivkohlefilter (GAK2) verringerte die Effekte im Leuchtbakte-
rien-Test ebenso wie die Photosynthese-Hemmung der Grinalgen und bewirkte auch eine Ver-
besserung des Gewebezustands und der Genexpression im Regenbogenforellentest. Auch hier
ahnelte die Genexpression der Tiere derjenigen der Kontrolltiere und unterschied sich deutlich
von den Fischen aus dem ozonierten Abwasser. Beim beladenen granulierten Aktivkohlefilter
(GAK3) wurde eine Verringerung der Photosynthesehemmung gemessen. Dies kann mit einem
zusatzlichen Reinigungseffekt der GAK durch Adsorption erklart werden, was auch bei der Spu-
renstoffelemination deutlich wurde. Bei den weiteren Biotests variierten die Ergebnisse je nach
Messkampagne oder es zeigten sich keine Veranderungen.

Schlussfolgerungen

Die ARA Neugut ist grundsatzlich ein gut geeigneter Standort fiir eine Ozonung. Sie reinigt kom-
munales Abwasser und Industrieabwasser aus der Nahrungsmittelindustrie. Nach Vorabklarun-
gen wurde daher dort die erste volltechnische Ozonung der Schweiz gebaut. Im Projekt ReT-
REAT konnte bestatigt werden, dass durch die Ozonung keine oder kaum problematische Reak-
tionsprodukte (,Auffalligkeiten®) gebildet wurden und das Toxizitatsniveau direkt nach der Ozo-
nung erwartungsgemass sehr gering war. Die Ozonung verursachte nur in einem Fall ein muta-
genes Potential, welches durch den Sandfilter aber wieder reduziert und durch die anderen Nach-
behandlungsverfahren (Festbett, Wirbelbett, GAK2, GAK3) eliminiert wurde. Das einmalige Auf-
treten von mutagenem Potential im Sandfilter (bei 20facher Anreicherung), ohne vorherige Auf-
falligkeit in der Ozonung, war unerwartet und kann mit der aktuellen Datenlage nicht erklart wer-
den.

Auch konnte mit den durchgeflhrten Biotests die Leistungsfahigkeit der Ozonung und teilweise
auch der Nachbehandlungen gut beurteilt werden: Durch die zuséatzliche Behandlung des biolo-
gisch gereinigten Abwassers mit Ozon konnten 6kotoxikologische Effekte — wie Algen- und
Leuchtbakterientoxizitat oder erhdhte Genexpression von schadstoffrelevanten Genen — signifi-
kant verringert und dadurch verbessert werden. Auf Grund des geringen Toxizitatsniveaus direkt
nach der Ozonung war ein direkter Vergleich der untersuchten Nachbehandlungsverfahren mit
Hilfe der angewandten Biotests schwierig. Einzig bei zwei Biotests im Labor (Leuchtbakterien-
und kombinierter Algentest) sowie den subletalen Endpunkten in Langzeitversuchen mit Regen-
bogenforellen konnten geringfiigige Unterschiede in der Effizienz der verschiedenen Nachbe-
handlungen zur Elimination der Effekte von Spurenstoffen aufgezeigt werden.
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1 Einleitung

Uber die kommunalen Abwasserreinigungsanlagen (ARA) werden verschiedenste organische
und anorganische Spurenstoffe in Oberflachengewasser eingetragen. Hierbei handelt es sich
hauptsachlich um Verbrauchsprodukte (Koérperpflegeprodukte, Reinigungsmittel), Medikamente
und Rickstande von Pflanzenschutzmitteln oder Bioziden. Diese sogenannten ,Mikroverunreini-
gungen®, die in sehr niedrigen Konzentrationen (Milliardstel- bis Millionstel-Gramm pro Liter, ng/L-
pg/L) in Oberflachengewéassern nachgewiesen werden [3-7], kdnnen sich nachteilig auf aquati-
sche Organismen und Okosysteme auswirken [8].

Mikroverunreinigungen im Abwasser werden durch weitergehende Reinigungsmethoden redu-
ziert, wodurch der Eintrag dieser Substanzen in Gewasserokosysteme verringert und die Tier-
und Pflanzenwelt der Gewasser sowie Trinkwasserressourcen geschutzt werden. Frihere Stu-
dien haben gezeigt, dass die Ozonung eine vielversprechende Behandlung darstellt [9]. Es kdn-
nen dabei zwar labile, toxische Reaktionsprodukte entstehen, diese werden aber auf der nach-
folgenden biologischen Nachbehandlungsstufe wieder effizient eliminiert [10]. Als biologisch ak-
tive Nachbehandlungsverfahren kénnen z.B. Sandfilter, Wirbel- und Festbett-Behandlungen oder
granulierte Aktivkohlefilter eingesetzt werden. Die ARA Neugut in Dibendorf hat als erste gross-
technische Anlage der Schweiz eine Ozonung als erweiterte Abwasserbehandlungsmethode im
Frihjahr 2014 in Betrieb genommen.

Das Projekt ReTREAT auf der ARA Neugut hat das Ziel, verschiedene Nachbehandlungsverfah-
ren auf deren Leistungsfahigkeit zu untersuchen. Dazu wurde einerseits die technisch-betriebli-
che Eignung der Verfahren untersucht (siehe dazu [2]). Andererseits wurde ein Augenmerk auf
die Bildung von Reaktionsprodukten in der Ozonung, deren anschliessende Elimination in den
unterschiedlichen Nachbehandlungsverfahren sowie die Eliminationsleistung fir Mikroverunrei-
nigungen gelegt. Zur Erfassung von Auffalligkeiten nach der Ozonung und zur Uberpriifung der
Leistungsfahigkeit von Ozonung und Nachbehandlungen hinsichtlich der Elimination von Mikro-
verunreinigungen wurden, zusatzlich zu einer chemisch-analytischen Bestimmung der Spuren-
stoffe, 6kotoxikologische Biotests eingesetzt [11]. Biotests sind ,,Analysemethoden, die lebende
Zellen, Organismen oder Gemeinschaften in definierter Art und Anzahl einsetzen, um deren Re-
aktion auf eine Exposition zu messen® [12].

Die Auswahl der Biotests fiir das Projekt ReTREAT umfasst verschiedene Organismen auf meh-
reren Ernahrungsebenen, wobei sowohl spezifische Tests auf Zellebene (sogenannte ,,in vitro*-
Biotests) als auch Biotests auf Organismenebene (sogenannte ,in vivo“-Biotests) angewendet
wurden. Die Eignung dieser Tests konnte bereits in friheren Projekten evaluiert und gezeigt wer-
den (z.B. [13-16]). Bei der Auswahl der Tests wurde vor allem auf die Eignung zur Beurteilung
der Nachbehandlungen Wert gelegt. Daher werden z.B. Tests fir Ostrogen-aktive Substanzen,
die durch die Ozonung sehr gut entfernt werden, nicht im Rahmen des Projektes durchgefuhrt.
Beispielsweise reduzierten sich die dstrogenen Effekte im Projekt Micropoll durch eine Ozonung
bereits um 99% [15]. Es wurden daher folgende toxische Effekte (Endpunkte) untersucht:

e Mutagenitat: Um die Auswirkungen maoglicher gentoxischer oder mutagener Abbauprodukte
in der Ozonung zu erfassen, wurde ein Mutagenitatstest durchgefiihrt. Der Ames-Test mit
dem gentechnisch veranderten Bakterium Salmonella typhimurium dient zum Nachweis ei-
ner moglichen mutagenen Wirkung. Dieser Test ist empfindlich, standardisiert, weit verbrei-
tet und wird kontinuierlich weiterentwickelt [17, 18]. Verwendet wurden 2 Bakterienstdmme
(TA 98 und TA 100), die unterschiedliche genetische Veranderungen aufzeigen. Zusatzlich
wurde ein in vitro-Biotest mit einer menschlichen Zelllinie eingesetzt (Gentox (p53)-CALUX®)
[19]. Mit diesem Test bestehen weniger Erfahrungen als mit dem Ames-Test.

e Unspezifische Toxizitat: Mit dem Leuchtbakterientest wurde die allgemeine, nicht spezifi-
sche Toxizitdt des Abwassers auf das Bakterium Aliivibrio fischeri als Vertreter der Ernah-
rungsgruppe der Zersetzer untersucht. Die Bakterien reagieren empfindlich auf eine grosse
Anzahl von Schwermetallen und auf unspezifisch wirkende Chemikalien [12].

o Algentoxizitat: Ein chronischer, kombinierter Algentest mit einzelligen Griinalgen (Ra-
phidocelis subcapitata) diente zur Beurteilung der Toxizitat des Abwassers auf planktonische




Primarproduzenten. Hierbei wurden sowohl spezifische Auswirkungen auf die Photosyn-
these der Algen als auch die nicht spezifische Toxizitdt durch Hemmung des Algenwachs-
tums betrachtet [20].

o Chronische Toxizitat auf Wasserflohe: In einem chronischen Fortpflanzungstest wurden
die Auswirkungen des Abwassers auf den Wasserfloh Ceriodaphnia dubia untersucht. Diese
Organismen spielen als planktonische Primarkonsumenten (u.a. von Grunalgen) und als
Beuteorganismen fiir Fische und andere Wasserlebewesen eine wichtige Rolle im Gewas-
serokosystem. Eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Industrieabwasser ist aus friiheren Stu-
dien bekannt (z.B. [21]).

o Toxizitat auf Glanzwiirmer: In friiheren Studien haben sich zudem Organismen, die sich
von Sediment ernahren (sogenannte Detritusfresser), wie der Glanzwurm (Lumbriculus va-
riegatus) als empfindlich gegenliber méglichen Transformationsprodukten der Ozonung ge-
zeigt [22, 23]. Daher wurde die Fortpflanzung dieser Organismen in einem chronischen Test
untersucht. Detritusfresser spielen eine wichtige 6kologische Rolle und stellen eine Nah-
rungsquelle fir bestimmte Fische dar.

o Fischtoxizitat: Auf der nachst héheren Erndhrungsebene (Sekundarkonsumenten) wurden
modgliche Auswirkungen des Abwassers auf frilhe Lebensstadien der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) in einem Fish Early Life Stage Toxicity-Test untersucht [24]. Diese
Lebensstadien gelten als besonders empfindlich gegentber Schadstoffen (z.B. [25]).

In 3 Messkampagnen mit in vitro- und in vivo-Biotests im Labor, sowie mit Glanzwurm- und Fisch-
test im Durchfluss auf der ARA Neugut wurden die 6kotoxikologischen Auswirkungen von biolo-
gisch behandeltem Abwasser, von ozoniertem Abwasser und von Abwasser aus verschiedenen
Nachbehandlungsstufen nach Ozonung evaluiert. In den nachsten Abschnitten werden die Me-
thoden beschrieben und ein Uberblick tiber die Ergebnisse gegeben. Im Anschluss wird die Effi-
zienz der Reinigungsleistung der verschiedenen Nachbehandlungsstufen verglichen.
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Material und Methoden

In vitro- und in vivo-Biotests im Labor

Probenahme und Probenaufbereitung

Zur Evaluation der ausgewahlten weitergehenden Abwasserreinigungsverfahren auf der ARA
Neugut wurden mehrere Messkampagnen durchgefihrt. Die Probenahme erfolgte flussproporti-
onal mit automatischen Probenehmern an 8 Probenahmestellen.

Folgende Proben wurden untersucht:
Abwasser aus dem Klaranlagenzulauf (Vorklarbecken, VKB)

Abwasser nach der biologischen Reinigung (Nachklarbecken, NKB)

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon (Ozon, O3 oder OZ )

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon und im Sandfilter (SF)

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon und im Festbett (FB)

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon und im Wirbelbett (WB)

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon und wenig vorbeladener (neuer) granulierter Ak-

tivkohle (GAK2)

Abwasser nach der Behandlung mit Ozon und stark vorbeladener granulierter Aktivkohle

(GAK3)

Abb. 1 gibt einen Uberblick liber die verschiedenen Reinigungsstufen und Stationen der Proben-
ahme.
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Abb. 1: Uberblick iiber die Pilotanlage auf der ARA Neugut und die verschiedenen Probenahmestellen.
NKB = Nachkldrbecken, O3 = Ozon, GAK = granulierte Aktivkohle




Insgesamt wurden 3 Messkampagnen im Abstand von jeweils 3-4 Wochen an den folgenden
Daten durchgefiihrt:

¢ 1. Messkampagne: 2.-3.2.2015, erreichte Bettvolumina (BV): GAK2: 12'600 - GAK3: 35'300
e 2. Messkampagne: 9.-10.3.2015, erreichte BV: GAK2: 16500 - GAK3: 39‘000
¢ 3. Messkampagne: 14.-15.4.2015, erreichte BV: GAK2: 20'000 - GAK3: 42600

Fir die Biotests wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 24 h-Mischproben (von 8.9°-
8.%9) mit automatischen Probennehmern in konditionierten Glasflaschen flussproportional gesam-
melt und bei 4°C gelagert. Nach Abschluss jeder 48 h-Messkampagne wurden die beiden 24 h-
Mischproben gekuhlt ans Oekotoxzentrum transportiert und dort mengen-proportional zu 48 h-
Mischproben vereinigt. Je ein Aliquot (2.5 L) dieser Proben wurde noch am Tag der Probenliefe-
rung gekilhlt zu Soluval Santiago (Fortpflanzungstest mit Wasserfléhen) transportiert. Der Fort-
pflanzungstest mit Wasserfléhen (siehe Kapitel 2.1.8) wurde mit nativen Abwasserproben durch-
geflhrt und noch am Tag der Anlieferung der Proben (d.h. am letzten Tag der 48 h-Messkam-
pagne) gestartet.

Ein weiteres Aliquot wurde aufkonzentriert (siehe Tab. 19 fir die jeweiligen Anreicherungsfakto-
ren und Tab. 20 fir die Methode im Anhang) fir die in vitro-Biotests im Labor: Gentox-CALUX®
(siehe Kapitel 2.1.4), Ames-Test (siehe Kapitel 2.1.5), Leuchtbakterientest (siehe Kapitel 2.1.6)
und kombinierter Algentest (siehe Kapitel 2.1.6). Fur die Extraktion wurden zun&chst die Proben
im Labor Uber einen Glasfaserfilter filtriert (1 um, Millipore, type APFD 09050), der pH-Wert mit
HCI (1 M) auf 3 angepasst und bei 4°C gelagert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Anreiche-
rung anhand einer Standardarbeitsanweisung [26]: Je 200 mL (Probe Klaranlagenzulauf) bzw.
500 mL (alle anderen Proben) wurden mittels Lichrolut RP18/EN Kartuschen (Merck, Darmstadt,
Deutschland) extrahiert. Finfhundert Milliliter Reinstwasser diente als Negativkontrolle. Nach Elu-
tion der Kartuschen mit 4 x 1 mL Aceton und 1 mL Methanol wurde das Losungsmittel mit Stick-
stoff auf ca. 0.5 mL eingeengt und anschliessend mittels einer 1 mL Hamilton-Spritze mit Ethanol
auf 1 mL addiert. Die nun in 1 mL einer Lésungsmittelmischung (~50% Ethanol, ~50% Aceton
und Methanol) vorliegenden 200-fach (Probe Klaranlagenzulauf) bzw. 500-fach aufkonzentrierten
Proben (alle weiteren Probenahmestellen) wurden bei -20°C bis zur Analyse im Biotest gelagert.
Zur Durchfiihrung der Tests wurden die Proben wieder auf Raumtemperatur gebracht.

2.1.2 Toxizitatsparameter

Die in den Biotests gemessenen Parameter wie Rezeptoraktivitat, Zellzahl und Zellvitalitat wer-
den als Endpunkte bezeichnet. Toxizitdtsparameter, die mit Hilfe statistischer oder mathemati-
scher Methoden berechnet werden, dienen dazu, die Toxizitat fur die jeweiligen Endpunkte aus-
zudricken. Folgende Toxizitdtsparameter kdnnen fir Biotests mit gdngigen Programmen wie
Microsoft Excel oder einem Statistikprogramm (z.B. GraphPad Prism) berechnet werden (Abb. 2):

ECx Die ECx ist die Konzentration (oder % der Probe), bei der x% (z.B. 10, 20 oder 50%)
des maximal induzierbaren Effekts erreicht werden (z.B. Hemmung der Reproduk-
tion). Der ECso wird eher flir akute Tests, der EC1o fur chronische Testendpunkte ver-
wendet. Die Berechnung erfolgt mit Hilfe einer Regressionsanalyse Abb. 2A).

Je niedriger der ECx-Wert, d.h. je niedriger die ermittelte Konzentration bzw. die Ver-
dinnung ist, bei der x% Effekt auftritt, desto toxischer ist die untersuchte Substanz
oder Probe.

NOEC Die NOEC (No Observed Effect Concentration) ist die hochste getestete Konzentra-
tion, die noch keinen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle bewirkt.
Dieser Parameter wird vor allem fiir chronische Testendpunkte verwendet (Abb. 2A).

LOEC Die LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) ist die niedrigste getestete Kon-
zentration die einen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle hervor-
ruft (Abb. 2A). Auch dieser Parameter wird hauptsachlich fur chronische Testend-
punkte verwendet.




BEQ/TEQ Die bioanalytische Aquivalenzkonzentration (BEQ) (je nach Testendpunkt auch Toxi-
zitats-Aquivalenzkonzentration (TEQ) genannt [27]) ist definiert als jene Konzentration
einer Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt wie die Umweltprobe hat (z.B. [20]).
Die Referenzsubstanzen variieren je nach gemessenem spezifischen Endpunkt. So-
mit kann die Wirksamkeit einer Mischung als Konzentration einer Referenzsubstanz
ausgedriuckt werden (Abb. 2B). TEQs werden bei toxischen Wirkungen wie Wachs-
tums-, Photosynthese- oder Lumineszenzhemmung verwendet, wohingegen BEQs
bei allen weiteren Wirkungen wie z.B. Rezeptorbindung ermittelt werden.

Je hoher der BEQ- bzw. TEQ-Wert, desto wirksamer ist die untersuchte Probe.
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Abb. 2: Beispiel einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit den Toxizitdtsparametern NOEC, LOEC und ECso.

O Kontrolle, O Behandlung, * signifikante Unterschiede zur Kontrolle (Abb. 2A). Abb. 2B zeigt die Ableitung
von bioanalytischen Aquivalenzkonzentrationen (BEQ) bzw. Toxizitéts-Aquivalenzkonzentrationen (TEQ)
durch den Vergleich der Effektkonzentrationen einer Umweltprobe mit jener einer Referenzsubstanz, z.B. Di-
uron. Die BEQ bzw. TEQ ist definiert als jene Konzentration der Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt
hat wie die Umweltprobe. NOEC No Observed Effect Concentration, LOEC Lowest Observed Effect Concent-
ration, EC Effektkonzentration, LC Letale Konzentration.




2.1.3 Uberblick iiber durchgefiihrte Biotests

Die folgende Tabelle (Tab. 1) gibt einen Uberblick tiber die durchgefiihrten Biotests mit einer Un-
terteilung in Biotests, die Auffalligkeiten nach Ozonung anzeigen, und Biotests, die fur die Leis-
tungsbeurteilung der weitergehenden Abwasserbehandlung eingesetzt wurden.

Tab. 1: Uberblick iiber im Projekt ReTREAT durchgefiihrte Biotests

Beurteilung von
Auffilligkeiten Leistungsfahigkeit

Durchgefiihrter Test Messparameter nach Ozonung der Behandlung
in vitro / in vivo-Biotests im Labor
Gentox (p53)-CALUX® Gentoxizitat X
Ames-Test Mutagenitat
Leuchtbakterientest Leuchtkraft
Kombinierter Algentest Photosynthese
Wachstum
Fortpflanzungstest mit Wasserflohen  Fortpflanzung X

in vivo-Biotests im Durchfluss

Fortpflanzungstest mit Glanzwirmern  Fortpflanzung X
Regenbogenforellentest Entwicklung X
Gewebezustand X

X

Genexpression

2.1.4 Gentox (p53)-CALUX®

Der p53-CALUX®-Test wird mit einer menschlichen Zelllinie durchgefiihrt. Es ist ein Rezeptorbin-
dungstest zum Nachweis verschiedener direkt-wirkender gentoxischer Substanzen [28].

Testorganismus

Der Test wird mit der genetisch veranderten menschlichen Zelllinie U20S durchgefiihrt, die ne-
ben dem Gen fiir den p53-Rezeptor, welcher bei gentoxischer Schadigung aktiviert wird, ein Lu-
ciferase-Gen enthalt, das bei Ablesung des p53-Gens ebenfalls abgelesen wird. Die Zellen wer-
den von der Firma Biodetection Systems (BDS) in den Niederlanden kultiviert und vertrieben.

Testdurchfiuhrung

Der Test wurde von der Firma Biodetection Systems (BDS, Amsterdam, Niederlande) in 96-Well-
Mikrotiterplatten nach der Methode von Van der Linden und Kollegen [28] durchgefiihrt. Als Po-
sitivkontrollen dienten Actinomycin D (fiir Ansatze ohne Zugabe von S9-Mix) und Cyclophospha-
mid (fir Ansatze mit Zusatz von S9-Mix). Die Zugabe von S9-Mix, einem Homogenat aus Ratten-
lebern mit einer Vielzahl von Stoffwechselenzymen, ermdglicht es auch Substanzen zu erfassen,
die erst nach Aktivierung durch Stoffwechselenzyme (Biotransformation) im Organismus gento-
xisch wirken. Wachstumsmedium (DF-Medium) diente als Negativkontrolle und DF-Medium mit
1% des Lésungsmittels DMSO als Lésungsmittelkontrolle.

Am Tag vor Testbeginn wurden 96-Well-Platten mit Zellen und DF-Medium besiedelt und fiir 24 h
bei 37°C und 5%CO: inkubiert. Des Weiteren wurden je 200 puL der Probenextrakte in 20 pL
DMSO uUberfiihrt. Am Testtag, nach 24 h Inkubation, wurde das DF-Medium mit Testmedium er-
setzt. Das Testmedium war entweder mit der Referenzsubstanz, den Probenextrakten (1%
DMSO) in 1, 3, 10, 30 und 100facher Verdinnung oder der Lésungsmittelkontrolle versetzt. Alle
Ansatze wurden in Triplikaten getestet. Die Konzentrationen der Positivkontrolle reichten von
1.0x1071%- 1.0x10°% M (0.1-1200 pg/L) (Actinomycin D) und 3.0x10° - 3.0x10"° M (0.8-7800 ug/L)
(Cyclophosphamid). Die Probenextrakte wurden ab einem Anreicherungsfaktor von 5 getestet.




Nach weiteren 24 h Inkubation wurde das Probe-Medium entfernt und die Zellen in 30 uL Triton-
Lyse-Puffer lysiert.

Im Anschluss wurde die Aktivitdt des Enzyms Luciferase, die das Protein Luciferin unter Erzeu-
gung von Licht umwandelt, mittels eines Luminometers gemessen (Lucy 2, Anthos, Austria) und
als relative light units (RLU) ausgedruckt. Die Lichtproduktion ist proportional zum erzeugten Ef-
fekt.

Datenauswertung

Die ermittelten Werte wurden unter Einbeziehung der jeweiligen Verdinnung in Cyclophospha-
mid- bzw. Actinomycin D-Aquivalenzkonzentrationen umgerechnet. Die Datenauswertung er-
folgte mit Excel und dem Statistikprogramm GraphPad Prism durch Ermittlung einer Dosis-Wir-
kungskurve fur die Referenzsubstanz und die Umweltproben.

2.1.5 Ames-Test mit Bakterien

Testorganismus

Der Test wird mit dem Bakterium Salmonella typhimurium durchgefihrt. Im Test wird eine Mu-
tante eingesetzt, die gentechnisch so verandert wurde, dass sie die Aminosaure Histidin, die die
Bakterien zum Wachstum brauchen, nicht selbst herstellen kann. Im Test wurden 2 Bakterien-
stdmme verwendet: TA 98 und TA 100. Beide weisen unterschiedliche genetische Veranderun-
gen auf (TA98: Basenpaarsubstitution (Austausch von DNA-Basenpaaren) und TA100: Frame-
shift-Mutation (Verschiebung im DNA-Leseraster)). Dadurch kann auf die Art der mutagenen Wir-
kung der Abwasserprobe geschlossen werden. Auch hier wurde der Test, wie beim Gentox-
CALUX® (Kapitel 2.1.4), jeweils mit und ohne Zusatz von Rattenleberenzymen (S9-Mix) durchge-
fuhrt, um eine Umwandlung und Aktivierung der Substanzen durch Stoffwechselenzyme zu simu-
lieren. Einen Tag vor Testbeginn wurden die Bakterien in Wachstums-Medium (Oxoid Broth, Uni-
pathOxoid, Basingstoke, UK) vorkultiviert.

Testprinzip und -durchfiihrung

Der Test wurde von der Firma Xenometrix AG (Xenometrix AG, Allschwil, Schweiz) in 384-Well-
Mikrotiterplatten nach Gee, Maron [29] durchgefiihrt. Er ist eine veranderte Version des klassi-
schen Ames-Tests [30], bei der in fliissigen Phasen gearbeitet wird. Mit diesem Test konnen
vererbbare Veranderungen des Erbguts (mutagene Wirkung) untersucht werden. Die im Test ein-
gesetzten gentechnisch veranderten Bakterien kdnnen unter Kontrollbedingungen in histidin-
freiem Nahrmedium nicht wachsen. Befinden sich jedoch mutagen-wirkende Substanzen in der
Abwasserprobe, kdnnen sie wieder zurickmutieren und so die Fahigkeit zur Bildung von Histidin
erneut erhalten. Diese Bakterien kdnnen sich nun im histidinfreien Nahrmedium vermehren.

Vor dem Test wurden 10 yL Extrakt in das Lésungsmittel DMSO Uberfiihrt. Die Proben (siehe
Kapitel 2.1.1) wurden 3fach in 1:2 Verdinnungsreihen untersucht mit einem maximalen Konzent-
rationsfaktor von 20. Das Lésungsmittel DMSO diente als Negativkontrolle und 3 mutagene Sub-
stanzen (2-Nitrofluoren (2-NF), 4-Nitroquinolin-N-Oxid und 2-Aminoanthrazen (2-AA)) als Positiv-
kontrollen (je 3 Replikate).

Am Testtag wurde die Bakterienkultur (25 puL/Vertiefung) in 24-Well-Platten zusammen mit Expo-
sitionsmedium mit begrenztem Histidin (215 pL/Vertiefung, jeweils mit oder ohne S9-Mix) und der
zu testenden Probe (je 10 pL) fur 90 min auf einem Mikrotiterplattenschittler bei 37°C und 250
rpm inkubiert. Anschliessend wurden in jede Vertiefung 2.6 mL histidinfreies Indikator-Medium,
in dem nur ruckmutierte Bakterienkolonien wachsen kdnnen, zugegeben und gemischt. Diese
Mischung wurde in Aliquots von je 50 pL auf 384-Well-Platten verteilt. Das Indikator-Medium ent-
hielt zusatzlich einen pH-Indikatorfarbstoff, der sich bei einem Wachstum der Bakterien, d.h. dem
Auftreten von Rickmutationen, von lila hin zu gelb verfarbt.

Daraufhin wurden die Bakterien bei 37°C tber 48 h inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Anzahl
der Vertiefungen mit riickmutierten Bakterienkolonien bestimmt. Je mehr solcher Vertiefungen




mit rickmutierten Bakterienkolonien auftreten, desto hoher ist die mutagene Aktivitat der unter-
suchten Schadstoffe oder Umweltproben. Neben der mutagenen Wirkung wurde auch eine mog-
liche Zelltoxizitat der Abwasserextrakte untersucht.

Datenauswertung

Zur Bestimmung der mutagenen Wirkung der Abwasserproben (je 3 Replikate pro Verdiinnung)
wurde die Zunahme(fold increase) der rickmutierten Kolonien im Verhaltnis zur Lésungsmittel-
kontrolle bestimmt (18 Replikate). Hierfiir wurde die Anzahl positiver Vertiefungen bei der jewei-
ligen Proben-Konzentration durch den Mittelwert + Standardabweichung der Vertiefungen in der
Lésungsmittelkontrolle geteilt. Die von Xenometrix verwendete Einteilung der Mutagenitat findet
sich in Tab. 2, eine genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung findet sich in [31].

Tab. 2: Definition der Mutagenitéidt im Ames-Test
agjnzelner Messwert mit Induktion =2, "mehrere Messwerte mit Induktion =2 oder einzelner Messwert mit
Induktion 22 in der héchsten Konzentration.

Anstieg Dosis-Wirkungsbeziehung Mutagenitat
<2 jede Art von Dosis-Wirkungs- negativ
beziehung
22 keine wahrscheinlich negativ?
wahrscheinlich positiv®
22 ja positiv

2.1.6 Leuchtbakterientest

Der Leuchtbakterientest wird zur Ermittlung einer allgemeinen, nicht spezifischen Toxizitat ver-
wendet. Die Bakterien reagieren empfindlich auf eine grosse Anzahl von Schwermetallen und auf
unspezifisch wirkende Chemikalien [32]. Das Testprinzip basiert auf einer durch toxische Sub-
stanzen ausgeldsten Stérung des Energiemetabolismus, was sich in einer verminderten Lichte-
mission aussert [33]. Die Erzeugung des Lichts resultiert aus dem Zerfall eines Produktes, wel-
ches aus der Oxidation von Luziferin entsteht. Diese Reaktion wird durch das Enzym Luziferase
katalysiert [34].

Testorganismus

Der Test wird mit dem gramnegativen, marinen Bakterium Aliivibrio fischeri durchgefihrt. Dieser
Organismus ist ubiquitar in Ozeanen, Flussmindungsgebieten, Brackwasser und marinen Sedi-
menten verbreitet und weist ein natirliches Leuchten (Biolumineszenz) auf [34]. Die verwendeten
Bakterien sowie die Rekonstitutionsldsung wurden von der Firma Hach Lange bezogen (HACH
LANGE GmbH, Dusseldorf, DE).

Testdurchfiihrung

Der Test wurde gemass der SOP ,Bacterial Bioluminescence Inhibition Test‘ [33] in 96-Well
Mikrotiterplatten durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente die Substanz 3,5-Dichlorphenol und rei-
nes Bakterienmedium und Ethanol (20 pL/Vertiefung, n = 8 Vertiefungen/Platte) als Negativkon-
trollen.

Die Positivkontrolle und die Umweltproben wurden in 3facher Ausfiihrung (Triplikate) in einer 1:2
Verdunnungsreihe getestet mit einer Anfangskonzentration von 3.5-Dichlorphenol von 3x10* M
(48.9 mg/L) (in Testmedium). Die extrahierten Proben wurden auf der Testplatte 1:2 mit Ethanol
verdiinnt. Die maximalen Anreicherungsfaktoren der Abwasserproben lagen bei 25 (VKB), 125
(NKB) und 167 (alle weiteren Reinigungsstufen). Nach vollstdndigem Abdampfen der Lésungs-
mittel wurden die Substanzen in 120 yL Bakterienmedium riickgel0st.

Die gefriergetrockneten Bakterien wurden unmittelbar vor Testbeginn mit einer Reaktivierungsl6-
sung versetzt und anschliessend 15 min bei 15°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Bakte-




rien fiir den Test verwendet. Kurz vor Ende des Abdampfens der Lésungsmittel wurden die Bak-
terien mit Bakterienmedium verdiinnt, 100 uL der Bakterienldsung zu jeder Vertiefung einer weis-
sen 96-Well-Platte hinzugefligt und die Lumineszenz der Bakterien als Wert zum Zeitpunkt 0
gemessen. Anschliessend wurden 100 pL der riickgeldsten Proben auf die Bakterienplatte pipet-
tiert und die Platte fir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Lichtemission der
Leuchtbakterien wurde mittels eines Mikrotiterplatten-Spektrometers (Synergy 2, Biotek,
Winooski, USA) nach 30 min bestimmt.

Datenauswertung

Zur Quantifizierung von allgemeiner Toxizitat auf Bakterien wurden Basis-Toxizitats-Aquivalenz-
konzentrationen (Basis-TEQ) berechnet (siehe Kapitel 2.1.2). Fur die Ermittlung dieser allgemei-
nen Toxizitat wird ein ,virtueller basistoxischer Stoff* herangezogen (logKow: 3; Molekularge-
wicht: 300 g/mol) [35]. Bei der statistischen Auswertung wurden um ein vielfaches héhere Ergeb-
nisse aus dem Vorklarbecken und dem Nachklarbecken nicht einbezogen. Der Grund hierfur war,
dass der Schwerpunkt der ReTREAT-Studie auf dem Effizienzvergleich der Nachbehandlungen
lag. Deshalb wurden bei der statistischen Auswertung jeweils die Ergebnisse der Ozonung mit
den Ergebnissen aus den Nachbehandlungen verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test).

2.1.7 Kombinierter Algentest mit einzelligen Griinalgen

Der kombinierte Algentest wird mit einzelligen Grinalgen der Art Raphidocelis subcapitata (fru-
her: Pseudokirchneriella subcapitata) durchgefihrt. Mit diesem Test kdnnen Auswirkungen auf
die Photosynthese der Algen bestimmt werden. Diese spezifische Wirkung von bestimmten Her-
biziden und anderen Stoffen mit dem entsprechenden Wirkmechanismus (Photosystem II-Hemm-
stoffe) tritt sehr schnell auf (innerhalb 2 h nach Exposition der Algen). Die Hemmung des Photo-
systems Il (PSII) wird mit dem Maxi-IPAM (imaging pulse amplitude modulation) anhand der pho-
tochemischen Quantenausbeute (Y) gemessen, indem eine Reihe aufeinanderfolgender Lichtim-
pulse auf die Algen gegeben wird. Bei Inhibition des PSII wird die Energie durch das Photosystem
der Algenzellen nicht umgewandelt, sondern in Form von Fluoreszenz emittiert und mit dem IPAM
detektiert. Auswirkungen auf das Wachstum (Verringerung der Wachstumsrate) werden Uber
24 h gemessen. Die Wachstumshemmung steht fur eine unspezifische Toxizitat und wird anhand
der Zelldichte bestimmt.

Testorganismus

Der kombinierte Algentest wurde am Oekotoxzentrum durchgefiihrt. Die Algen stammen aus der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Géttingen, Deutschland).

Testdurchfihrung

Der Test wurde nach Escher et al. [36] durchgefiihrt. Das Herbizid Diuron (in Ethanol geldst)
diente als Positivkontrolle und reines Algentest-Medium sowie Ethanol (50 uL/Vertiefung,
n = 8 Vertiefungen/Platte) als Negativkontrollen. Die Positivkontrolle und die Umweltproben wur-
den in Triplikaten in einer 1:2 Verdiinnungsreihe getestet. Die Anfangskonzentration von Diuron
betrug in der ersten Vertiefung 3x107 M und die maximalen Anreicherungsfaktoren der Abwas-
serproben waren 27, 40 oder 53 (VKB, jeweils MK 1,2,3) 100, 117 oder 133 (NKB, jeweils MK
1,2,3), 133 (alle weiteren Reinigungsstufen). Nach vollstandigem Abdampfen der Lésungsmittel
wurden die Substanzen in 150 uL Algenmedium rickgeldst. Schliesslich wurden 150 pL der Al-
genkultur mit einer optischen Dichte (ODsss) von 0.1 zu jeder Vertiefung hinzugefugt. Die Photo-
synthesehemmung wurde Uber die effektive Quantenausbeute (Y) mittels eines IPAM (Walz, Ef-
feltrich, Deutschland) nach 2 und 24 h gemessen (siehe auch [36] und [37]). Die Dichte der Algen
wurde durch Messung der optischen Dichte bei 685 nm (ODess) mittels eines Mikrotiterplatten-
Spektrometers (Synergy 2, Biotek, Winooski, USA) an 4 Zeitpunkten innerhalb von 24 Stunden
(nach 0, ca. 2.5, ca. 14.5 und 24 h Exposition) bestimmt und die Wachstumsrate errechnet.
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Datenauswertung

Zur Quantifizierung der Photosynthesehemmung und der allgemeinen Toxizitat wurden bioana-
lytische Aquivalenzkonzentrationen (BEQ) berechnet (siehe Kapitel 2.1.2). Fiir die Ermittlung ei-
ner allgemeinen Toxizitdt im kombinierten Algentest (Endpunkt: Wachstumshemmung) wird, wie
im Leuchtbakterientest, ein ,virtueller basistoxischer Stoff* herangezogen (logKow: 3; Molekular-
gewicht: 300 g/mol) [35]. Zur Bestimmung des Endpunktes PSIlI-Hemmung im kombinierten Al-
gentest wird Diuron eingesetzt. Die ermittelten Werte wurden unter Einbeziehung der jeweiligen
Verdlnnung in Diuron-Aquivalenzkonzentrationen (ug DEQ/L) (Photosynthese-Hemmung) bzw.
in Basis-Toxizitats-Aquivalenzkonzentrationen (mg Basis-TEQ/L) (Wachstumshemmung) umge-
rechnet. Auch beim kombinierten Algentest wurde bei der statistischen Auswertung jeweils die
Ergebnisse der Ozonung mit den Nachbehandlungen verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test).

2.1.8 Fortpflanzungstest mit Wasserflohen

Testorganismus

Im verwendeten Biotest wurden die Auswirkungen der untersuchten Abwasser auf den Blattfuss-
krebs Ceriodaphnia dubia in einem chronischen Toxizitatstest in 7 Tagen bestimmt (Hemmung
des Populationswachstums nach ISO/CD 20665 [38] und AFNOR T90-376 [39]).

Testdurchfiihrung

Der Test wurde von Soluval Santiago (Couvet, CH) mit einer leichten Modifikation der Standards
durchgefihrt: Das Kontroll- bzw. Verdlinnungsmedium, eine Mischung aus V4 Evian Mineralwas-
ser, ¥4 Elendt M4 Medium [40] und 2 entionisiertem Wasser, entsprach einem massig harten
Wasser, das mit Selen und Vitamin B12 erganzt war. Als Futter diente eine Mischung aus Hefe,
einer aufgeschlossenen Suspension von Fischflocken (TetraMin®) und Griinalgen (Raphidocelis
subcapitata und Chlorella sp.).

Die Testorganismen stammten aus einer Laborkultur (Soluval Santiago, Couvet, CH). Die Jung-
tiere (zu Beginn des Tests jlinger als 24 h und mit weniger als 8 h Altersunterschied voneinander)
wurden bis zu 7 Tage in einem statischen System mit taglichem Wasserwechsel gegentber den
verschiedenen Testansatzen exponiert (ein Kontrollansatz und 5 - 6 Abwasserverdiinnungen mit
12 Replikaten pro Ansatz). Die Proben wurden in einer geometrischen Reihe getestet mit einem
Verdunnungsfaktor von etwa 2 in einem Bereich von 90% bis 11% Abwasseranteil. Alle Tests
wurden bei 25 + 1°C in einer Klimakammer durchgefiihrt, mit einem 16:8 h hell:dunkel-Rhythmus
und einer Beleuchtungsintensitat von 300 bis 500 Lux.

Das Uberleben der Miitter und der Nachkommen, sowie die Anzahl der Nachkommen wurden
taglich, jeweils beim Wasserwechsel, bestimmt. Alle Validitatskriterien waren erfullt.

Die physikalisch-chemischen Charakteristika der Proben (pH, geldster Sauerstoff (mg/L) und
elektrische Leitfahigkeit (uS/cm)) wurden bei Ankunft der Proben im Labor, zu 4-5 Zeitpunkten
wahrend der Tests und am Testende gemessen.

Datenauswertung

Zeigten die Proben toxische Effekte, wurden die Ergebnisse integriert und als ECso bzw. ECx
angegeben (siehe Kapitel 2.1.2). Die Werte fiir die ECx wurden mit 95% Konfidenzintervallen
angegeben, berechnet mit REGTOX v. 7.0.5 Software [41]. Ebenso wurden die NOEC und die
LOEC (siehe Kapitel 2.1.2) mit TOXSTAT v. 3.4 Software [42] berechnet.




2.2 Invivo-Biotests im Durchfluss auf der ARA Neugut

2.21 Glanzwurm-Fortpflanzungstest mit Lumbriculus variegatus

Testorganismus

Dieser Fortpflanzungstest wurde mit Glanzwirmern (Lumbriculus variegatus) durchgefiihrt. Die
Tiere kommen in Europa und Nordamerika in Siisswasser-Okosystemen vor [43], werden 4-6 cm
lang und haben einen Durchmesser von bis zu 1.5 mm [44]. L. variegatus ernahrt sich von Algen
und am Gewasserboden abgelagerten Partikeln, wie sich abbauendem Pflanzenmaterial, Bakte-
rien und Pilzen. Die Vermehrung erfolgt fast ausschliesslich tber Teilung/Fragmentierung [45].
Die Wirmer aus einer Laborkultur der ECT Oekotoxikologie GmbH (Flérsheim, Deutschland) wa-
ren 2 Wochen vor Teststart synchronisiert worden.

Medien

Testmedien

Als Testmedien wurden unverdiinnte Abwasser aus verschiedenen Abwasserbehandlungsstufen
der ARA Neugut verwendet (siehe Kapitel 2.1.1 und Abb. 1), die kontinuierlich aus dem Abwas-
serstrom entnommen und je Abwasserbehandlungsstufe in ein Vorratsgefass beférdert wurden.
Aus diesem Vorratsgefass wurden die Testmedien anschliessend Gber Membranplatten (Poren-
grésse: 0.4 um, MBR Type 510, Kubota, Japan) gefiltert, mittels einer Schlauchquetschpumpe
(Ismatec SA VARIO, Schweiz, und Heidolph Pumpdrive 5001, Schweiz) zu Verteilerstiicken und
von dort aus mit weiteren Schlauchquetschpumpen (Ismatec BVP und IPS, Schweiz) in die Test-
gefasse gepumpt.

Kontrollmedium

Zusatzlich zur Exposition der Testorganismen gegenuber den Abwéassern wurden Testorganis-
men gegenulber rekonstituiertem (= kiinstlich zusammengesetztem) Wasser nach [46] exponiert.
Fir die Herstellung von rekonstituiertem Wasser wurden 200 L deionisiertes Wasser in einen
Behalter vorgelegt und anschliessend die folgenden Salze zugegeben: 58.8 g CaClz x 2 H20,
24.65 g MgSO4 x 7 H20, 12.95 g NaHCOs, 1.15 g KCI. Das rekonstituierte Wasser wurde danach
fur ca. 1 h gemischt. Anschliessend wurden pH, Leitfahigkeit, Sauerstoffsattigung und Wasser-
hérte gemessen. Bei Ubereinstimmung der Werte mit dem Sollbereich (Tab. 3) wurde das Was-
ser in den Vorratsbehalter Gberfihrt und fur den Test verwendet.

Tab. 3: Sollbereich der physikalisch-chemischen Parameter fiir rekonstituiertes Wasser.
Bei der Herstellung von rekonstituiertem Wasser lagen die gemessenen Werte immer im Sollbereich.

Parameter Sollbereich

pH 7.5-8.0

Leitfahigkeit 550 — 650 yS/cm
Sauerstoffsattigung > 80%

Wasserharte 178 — 267 mg/L CaCOs

Exposition der Testorganismen

Der Glanzwurm-Fortpflanzungstest wurde von der Firma ECT in Zusammenarbeit mit dem Oe-
kotoxzentrum im Durchfluss durchgefiihrt. Die Testmedien und das Kontrollmedium wurden aus
den Vorratsgefassen mit einer nominalen Fliessrate von 10 mL/min kontinuierlich in die Testge-
fasse (250 mL Glasgefasse mit Uberlauf) geférdert. Jedes Testgefass war mit einem Uberlauf
ausgestattet durch den die Test- und Kontrolimedien ablaufen konnten, tberschiissiges Wasser
floss in die ARA zurlick. Der Testaufbau ist in Abb. 3 beschrieben. Je Behandlungsstufe und fir
die (Negativ-)Kontrolle wurden 6 Replikate getestet (sieche Abb. 4).
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Abb. 3: Schema des Durchflusssystems.
Die Testmedien flossen von der jeweiligen Probenahmestelle in der Abwasserbehandlung in das Vorrats-
geféss (links) und wurden mit einer Schlauchpumpe in die Testgefésse geférdert. Uberschiissiges Wasser
konnte durch Uberldufe aus den Testgeféssen abfliessen. Die Testgefédsse standen in einem Wasserbad,
das mittels einer Heiz- und Kiihleinheit auf die Solltemperatur eingestellt wurde.
"] )
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Abb. 4: Fortpflanzungstest mit Glanzwiirmern.

Fiir die Kontrolle und jede Abwasserbehandlung wurden jeweils 6 Replikate mit 10 Glanzwiirmern einge-
setzt. Jedes Testgefédss wurde liber eine Schlauchquetschpumpe mit Testwasser versorgt, mittels einer
Aquarienluftpumpe beliiftet und (iber ein Wasserbad temperiert.

Testbeginn

Einen Tag vor Testbeginn wurden die Testgefasse 3 cm hoch mit Quarzsand (ca. 80 mL) und mit
Wasser der jeweiligen Behandlungsstufe gefillt und in das auf 20 + 2°C temperierte Wasserbad
gestellt. Anschliessend wurden die Testgefasse an das Durchflusssystem angeschlossen und der
Durchfluss gestartet. Bei Testbeginn wurden 10 Wirmer in jedes Testgefass gegeben.




Exposition

Die Exposition erfolgte unter den in Tab. 4 angegebenen Bedingungen. Physikalisch-chemische
Parameter wie Sauerstoffkonzentration, pH und Ammoniumkonzentration wurden 3x pro Woche,
die Leitfahigkeit bei Testbeginn und Testende gemessen.

Tab. 4: Glanzwurm-Fortpflanzungstest: Expositionsbedingungen.

Testdauer: 28 Tage (5. Méarz - 2. April 2015)
Testorganismen je Replikat: 10
Testansatze 48 Testansatze

e 7 Abwasser mit je 6 Replikaten
e Kontrolle mit 6 Replikaten

Exposition: Durchfluss, 10 Testvolumen pro Tag
Testgefasse: Glassgefasse, 250 mL
Beluftung: Ja
Futterung: TetraMin (vor Testbeginn Quarzsand beigemischt)
Photoperiode: 12 h /12 h hell/dunkel
Temperatur: Solltemperatur: 20 £ 2°C
Testende

Nach Testende wurde jedes Testgefass gesiebt und die Wirmer pro Testgefass gezahlt und auf
Aluminiumfolie gesammelt. Anschliessend wurde das Frischgewicht pro Replikat bestimmt, die
Wiirmer bei 100°C fiir 12 h getrocknet und das Trockengewicht gemessen. Nach einer weiteren
Trocknung fiir 12 h bei 550°C wurden die Wiirmer erneut gewogen und das aschefreie Trocken-
gewicht berechnet.

Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit Microsoft Excel und dem Statistikprogramm GraphPad Prism.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten fiir Anzahl und Biomasse der Wirmer aus Nach-
klarbecken bzw. Ozonung jeweils mit den Ergebnissen aus den nachfolgenden Behandlungen
verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test).

2.2.2 Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen

Testorganismus

Der Fish Early Life Stage Toxicity (FELST)-Test wurde mit Eiern und Larven von Regenbogen-
forellen (Oncorhynchus mykiss) durchgefiihrt. Diese Fische wurden aus Nordamerika nach Eu-
ropa eingeflihrt und werden seitdem vor allem als Speisefisch gehaltert [47]. Sie sind ovipar (ei-
erlegend), die Fortpflanzung findet zwischen Oktober und April statt. Die Larven schliipfen ca. 3
Wochen nach der Befruchtung der Eier und die aktive Aufnahme von exogener (ausserer) Nah-
rung beginnt ca. 20 Tage nach Schlupf [48].

Medien

Testmedien

Als Testmedien wurden, wie beim Glanzwurm-Fortpflanzungstest, unverdiinnte Abwasser aus
verschiedenen Abwasserbehandlungsstufen der ARA Neugut verwendet (siehe Kapitel 2.2.1 und
Abb. 1).

Kontrollmedium
Als Kontrollmedium wurde rekonstituiertes Wasser nach [46] verwendet (siehe Tab. 3).
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Exposition der Testorganismen

Der Test mit frihen Lebensstadien der Regenbogenforelle wurde von der Firma ECT (ECT Oe-
kotoxikologie GmbH, Flérsheim, Deutschland) in Zusammenarbeit mit dem Oekotoxzentrum im
Durchfluss durchgefiihrt. Von dem jeweiligen Probenahmepunkt aus dem Abwasserstrom wurden
die Testmedien kontinuierlich in Vorratsgefasse geférdert (sieche Kapitel 2.2.1, Abb. 3). Die nomi-
nale Fliessrate der Testmedien in die Halterungsgefasse lag zu Beginn des Tests bei ca.
11 mL/min (Tag 0-31), und wurde dann auf 16 mL/min (Tag 32-48) bis zu 22 mL/min (Tag 49-96)
gesteigert. Die Vorratsgefasse waren mit einem Uberlauf ausgestattet, (iberschiissiges Wasser
floss zuriick in die ARA.

Testbeginn

Einen Tag vor Testbeginn wurden die Testgefasse in das Wasserbad gestellt, die Temperierung
des Wasserbades wurde eingeschaltet und das Durchflusssystem wurde gestartet. Am Tag des
Testbeginns wurden unbefruchtete Eier von 2 Weibchen und Samen von 3 Mannchen von einem
Fischzichter (Nadler, Rohr, Schweiz) bezogen, die Temperatur der Eier war bei Ankunft ca. 8°C.
Die Beweglichkeit der Spermien wurde mikroskopisch untersucht und als geeignet firr die Ver-
wendung im Test bewertet. Anschliessend wurden Eier und Samen in einer Schale 3 min manuell
gemischt. Dabei stand die Schale im Wasserbad, die Temperatur lag zwischen 9.1 und 9.6°C.
Danach wurden die Eier fir 10 min bei 9.6 - 9.9°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Exposition begonnen. Dazu wurden jeweils 10 Eier in jedes Test-
gefass eingesetzt. Dieses Vorgehen wurde solange wiederholt, bis sich in jedem Testgefass
60 Eier befanden. Vier Tage nach Expositionsbeginn wurden Eier, die wahrend der Befruchtung
oder dem Transport beschadigt wurden, entfernt. Im Anschluss wurde die Anzahl der Eier je Test-
gefass auf 30 reduziert.

Exposition
Die Exposition erfolgte unter den in Tab. 5 angegebenen Bedingungen. Die Temperatur wurde in

den Testgefassen taglich gemessen. Die physikalisch-chemischen Parameter Sauerstoffkon-
zentration, pH, Leitfahigkeit und Ammoniumkonzentration wurden einmal pro Woche gemessen.

Tab. 5: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Expositionsbedingungen.

Testdauer: 96 Tage (22. Januar - 28. April 2015)
Testorganismen je Replikat: 30
Testansatze 28 Testansatze

o 8 Abwasser mit je 3 Replikaten
o Kontrolle mit 4 Replikaten

Exposition: Durchfluss,
0 - 31 d nach Expositionsbeginn: 2 Gefassvolumen je Tag
32 - 48 d nach Expositionsbeginn: 3 Gefassvolumen je Tag
49 d - Testende: 4 Gefassvolumen je Tag
Testgefasse: Edelstahlgefasse, 8 L
Bellftung: ca. 4 Luftblasen/Sekunde
Fatterung: Nach Schlupf: 3 mal taglich ad libitum mit Forellenaufzuchtfutter
Photoperiode: Vor Schlupf: 24 h Dunkelheit
Nach Schlupf: 16 h/ 8 h hell/dunkel
Temperatur: Solltemperatur vor Schlupf: 10+ 2°C

Solltemperatur nach Schlupf: 12 + 2°C

Testende

Als empfohlenes Testende wird in der OECD-Richtlinie [24] der Zeitpunkt genannt, bei dem die
Regenbogenforellen der Kontrollen 2 Wochen Nahrung aufnehmen. Dies ist bei diesem Test der
Tag 64. Der FELST auf der ARA Neugut wurde jedoch bis zu 96 Tagen weitergefihrt, da fur
zusatzliche Untersuchungen (Histopathologie und Genexpression) eine gréssere Menge an Bio-
masse bendtigt wurden.




Nach Testende wurden alle Fische mit MS-222 (3-Aminobenzoesaure-Ethylester-Methanesulfo-
nat) getétet und kurz mit einem Gewebetuch getrocknet. Danach wurde das Gewicht der trocken-
getupften Fische bestimmt. Zur Langenvermessung wurden die Fische eines Replikats zusam-
men mit einem Millimetermass fotografiert. Hierbei wurden Gesamtlange (von Kopfspitze bis
Schwanzspitze) und Standardlange (von Kopfspitze bis zum hinteren Ende des Korpers) be-
stimmt.

Im Anschluss an das Wiegen wurden die Fische seziert und einzelne Organe (Leber, Kieme und
Niere) ebenso wie Gewebe fiir die Untersuchung der Genexpression, von oxidativem Stress und
dem Gewebezustand (Histopathologie) prapariert. Die Ergebnisse der Analyse von oxidativem
Stress (FOX Assay) und der Histopathologie sind in der Masterarbeit von Christina Thiemann
detailliert beschrieben [49]. Die Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchungen werden ausfiihr-
lich im Rahmen des Projektes ,Wirkungsorientierte Gewasseriuberwachung: Biomonitoring mit
Forellen® von Stephan Fischer diskutiert werden. Im vorliegenden Bericht werden die Ergebnisse
der Histopathologie, der Analyse von oxidativem Stress sowie die ersten Ergebnisse der Genex-
pression zusammengefasst und in die Diskussion miteinbezogen.

Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit Microsoft Excel und den Statistikprogrammen GraphPad Prism
(FELST und Genexpression) und JMP 11.1.1 (SAS Institute Inc., USA) (Histopathologie).

Fish Early Life Stage Toxicity Test: Die Ergebnisse aus dem Nachklarbecken bzw. der Ozonung
wurden jeweils mit den Ergebnissen aus den nachfolgenden Behandlungen verglichen (ANOVA
mit Dunnett's-Test).

Histopathologie: Der Gewebezustand im Nachklarbecken bzw. der Ozonung wurde jeweils mit
dem Gewebezustand in den nachfolgenden Behandlungen verglichen. Des Weiteren wurde der
Gewebezustand der unbelasteten Kontrolle mit allen Behandlungen verglichen (Tukey-Kramer-
HSD-Test). Um einen mdglichen Einfluss von abiotischen Parametern auf die Ergebnisse zu eva-
luieren wurde eine Kovarianzanalyse (ANCOVA) angewendet.

Genexpression: Die Genexpression in Lebergeweben der Regenbogenforellen aus dem Nach-
klarbecken bzw. der Ozonung wurde mit derjenigen in den nachfolgenden Behandlungen vergli-
chen. Des Weiteren erfolgte ein Vergleich zwischen der Genexpression in der Kontrolle und den
verschiedenen Behandlungen (ANOVA mit Dunnett‘s-Test plus Einzelgruppenanalyse der Daten
mittels t-Test unabhangig von der ANOVA).
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Invitro- und in vivo-Biotests im Labor

3.1.1 Gentox (p53)-CALUX®-Rezeptorbindungstest mit menschlichen Zelllinien
Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir den p53-CALUX® sind in Tab. 6 aufgelistet.
Tab. 6: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir den Gentox (p53)-CALUX®-Rezeptorbindungstest.

Die Induktion von Gentoxizitét wird im Vergleich zur Kontrolle beurteilt. Proben die eine Induktion von mehr als
1.6 zur Kontrolle bewirken, werden als positiv eingestuft.

Wirkmechanismus Test Referenz- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
substanz (3.3 x Nachweisgrenze)
Gentoxische p53-CALUX®-S9 Actinomycin D 0.02-0.05 pg/L 0.07-0.17 pg/L
Wirk -
irkung p53-CALUX®+S9 g‘i’gbph“pha 1100-2750 yg/L  3600-9100 pg/L

In keiner der untersuchten Abwasserproben konnte mit dem Gentox (p53)-CALUX®-Rezeptorbin-
dungstest eine gentoxische Wirkung nachgewiesen werden. Ein Beispiel fiir eine Induktionskurve
des p53-CALUX mit der jeweiligen Referenzsubstanz sowie mit Proben aus der ersten Messkam-
pagne ist beispielhaft in Abb. 27 in Anhang 2 abgebildet.

3.1.2 Ames-Test mit Bakterien

Im Ames-Test wurde in 1-fach konzentrierten Abwasserproben keine Mutagenitat nachgewiesen.
Bei 20fach aufkonzentrierten Abwasserproben trat vereinzelt eine mutagene oder mogliche mu-
tagene Wirkung auf:

Beim Bakterienstamm TA98 zeigte die Probe nach Ozonung in der ersten Messkampagne (2.-
3.2.2015) (ohne metabolische Aktivierung durch den S9-Mix) eine mehr als 2fache Induktion bei
der 20fach konzentrierten Abwasserprobe (Abb. 5A). Aufgrund einer fehlendenden Dosis-Wir-
kungsbeziehung wird die Probe nur als méglicherweise mutagen eingestuft (Klassifizierung siehe
Kapitel 2.1.5).

Auch die Proben nach dem Sandfilter aus der ersten Messkampagne (ohne S9-Mix, Abb. 5B) und
der dritten Messkampagne (14.-15.4.15) (mit S9-Mix, Abb. 5D) zeigten jeweils in der 5 und 20fa-
chen bzw. in der 10fachen Anreicherung eine mehr als 2fache Induktion an. Aufgrund der fehlen-
den Dosis-Wirkungsbeziehung werden diese beiden Proben ebenfalls als méglicherweise muta-
gen klassifiziert.

Als eindeutig mutagen wird die Probe nach dem Sandfilter in der dritten Messkampagne (ohne
S9-Mix, Abb. 5C) eingeschéatzt, da neben der mehr als 2fachen Induktion bei 20- und 10 facher
Anreicherung eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung auftrat.
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Abb. 5: Ames-Test mit Bakterienstamm TA98: Zahl von Vertiefungen mit Riickmutanten bei ver-
schiedenen Konzentrationen der Proben (A) ,,O0zonung 1. Messkampagne*“ ohne S9-Mix, (B)
»Sandfilter 1. Messkampagne‘ ohne S9-Mix, (C) ,,Sandfilter 3. Messkampagne“ ohne S9-Mix und
(D) ,,Sandfilter 3. Messkampagne“ mit S9-Mix

Einzelwerte und Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD). A und B Kontrolle n = 21, C und D Kon-
trolle n = 18, n = 3 Replikate pro Anreicherungsfaktor , n = 18 Replikate fiir Positivkontrollen (2-NF = 2-
Nitrofluoren, 2-AA = 2-Aminoanthracen). Griin: Basislinie (MW der Negativkontrolle + SD), Rot: Effektlinie
(2x Basislinie). *: signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (Basislinie in Griin) (ANOVA mit Dun-
nett's-Test ).

Beim Ames-Test mit dem Bakterienstamm TA100 zeigte die Probe nach Ozonung in der ersten
Messkampagne (ohne S9-Mix, Abb. 6A) bei der 10 und 20fachen Anreicherung eine mehr als
2fache Induktion sowie eine Dosis-Wirkungsbeziehung. Dadurch wird diese Probe als eindeutig
mutagen eingestuft.

Die Probe nach dem Sandfilter in der ersten Messkampagne (ohne S9-Mix, Abb. 6B) zeigte nur
in der 20fachen Anreicherung eine mehr als 2fache Induktion. Durch das Fehlen einer Dosis-
Wirkungsbeziehung wird diese Probe als mdglicherweise mutagen klassifiziert.
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Abb. 6: Ames-Test mit Bakterienstamm TA100: Zahl von Vertiefungen mit Riickmutanten bei ver-
schiedenen Konzentrationen der Proben (A) ,,Ozonung 1. Messkampagne*“ ohne S9-Mix und (B)
»Sandfilter 1. Messkampagne“ ohne S9-Mix

Einzelwerte und Mittelwerte (MW) = Standardabweichung (SD). n = 3 Replikate pro Anreicherungsfaktor,
n = 21 Replikate fiir Negativ- (0) und n = 18 Replikate fiir Positivkontrollen (4-NQO = 4-Nitroquinolin-N-Oxid).
Griin: Basislinie (MW der Negativkontrolle + SD), Rot: Effektlinie (2x Basislinie). * : signifikanter Unterschied
zur Negativkontrolle (Basislinie in Griin) (ANOVA mit Dunnett's-Test ).

Tab. 7 fasst in einer Ubersicht zusammen in welchen Reinigungsstufen bei 20facher Anreiche-
rung Mutagenitat auftrat. Tab. 21 bis Tab. 24 im Anhang 3 geben einen Uberblick Uber die Er-
gebnisse des Ames-Tests mit allen vier Varianten.

Tab. 7: Ubersicht des Auftretens von Mutagenitit bei den verschiedenen Reinigungsstufen nach
20facher Anreicherung im Ames-Test.

Die Ergebnisse der beiden Bakterienstdmme TA 98 und TA 100 sind sowohl mit und ohne S9-Mix zusam-
mengefasst und in folgenden Kategorien dargestellt: keine Mutagenitét, mégliche Mutagenitat und -
-. OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,
GAKS3: vorbeladene GAK.

Probenahmedatum (074 SF FB WB GAK2 GAK3

02.-03.02.2015 [N

09.-10.03.2015

14.-15.04.2015 -

Vergleich mit fritheren Studien: Auf der ARA Lausanne konnten in nativen Abwasserproben
der verschiedenen Reinigungsstufen keine mutagenen Effekte mit dem Ames-Test nachgewie-
sen werden [15]. Auf der ARA Basel wurde mit dem Ames-Test in aufkonzentrierten Abwasser-
proben nach der Ozonung vereinzelt eine erhdhte mutagene Wirkung gemessen [50]. Dies trat
bei 2 von 12 Proben mit ozoniertem Abwasser auf. Nach Ozonung + Wirbelbett waren die Effekte
jeweils nicht mehr messbar. Bei Untersuchungen im Rahmen des VSA-Projektes zur Entwicklung
eines Ozontestverfahrens [51] trat vor allem bei problematischen ARA mit einem hohen Anteil an
Abwasser aus Industrie und Deponien in aufkonzentrierten Proben eine hohe Mutagenitat im
Ames-Test auf. Diese war um ein Vielfaches héher als die in dieser Studie gemessene Mutage-
nitat.




3.1.3 Leuchtbakterientest

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir den Leuchtbakterientest sind in Tab. 8 aufgelistet.

Tab. 8: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir den Leuchtbakterientest.

Wirkmechanismus Test Probenaufbereitung Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
(3.3 x Nachweisgrenze)
Nicht-spezifische Leucht- mit Anreicherung 0.03-0.22mg/L  0.11-0.73 mg/L
Toxizitat bakterientest  (25-167fach) Basis-TEQ Basis-TEQ
ohne Anreicherung 5.6 mg/L 18 mg/L Basis-TEQ
Basis-TEQ

Die Proben aus dem Vorklarbecken bewirkten im Leuchtbakterientest im Mittel eine Toxizitat von
20 £ 9.4 mg Basis-TEQ/L (Mittelwert + Standardabweichung). Durch die Nachklarung wurde die
nicht spezifische Bakterientoxizitat deutlich verringert, um 94 + 5% auf 1 + 0.4 mg Basis-TEQJ/L.
Die verbleibende Toxizitat wurde durch die Ozonung um weitere 66 £ 11 % auf 0.3 + 0.24 mg
Basis-TEQ/L reduziert. Abb. 7 zeigt die Basis-TEQ-Konzentrationen fiir die einzelnen Messkam-
pagnen und im Mittel. Uber alle 3 Messkampagnen gemittelt gab es keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Ozonung und den verschiedenen Nachbehandlungen. In den Proben nach
Sandfilter, Festbett und Wirbelbett variierte die nicht-spezifische Toxizitat zwischen den 3 Mess-
kampagnen stark.
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Abb. 7: Leuchtbakterientest: Hemmung der Biolumineszenz (in mg Basis-Toxizitdts-Aquivalenten
(mg Basis-TEQ/L) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen.

Werte der einzelnen Messkampagnen (Mittelwerte der 3 technischen Replikate + Standardabweichung) und
Mittelwert Gber alle 3 Messkampagnen (x Standardabweichung). Da der Fokus im Projekt auf den Nachbe-
handlungen lag, wurden diese jeweils zur Ozonung verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test, unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Proben an). VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachklér-
becken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,
GAKaS3: vorbeladene GAK.

Abb. 8 gibt einen Uberblick (iber die Elimination der Leuchtbakterientoxizitat iiber die verschiede-
nen Reinigungsstufen. Weitere Details zu den Ergebnissen finden sich in Tab. 25 im Anhang 3.
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Biologische Nachbehandlung von kommunalem Abwasser nach Ozonung —Teilprojekt Biotests

Biologie
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Ozon+SF
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0Ozon+GAK3

m Reinigungsstufe
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GAK3

| | | |
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Abb. 8: Leuchtbakterientest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und Elimi-
nationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf allgemein toxische
Stoffe (Basis-Toxizitits-Aquivalente, Basis-TEQ).

Werte der einzelnen Messkampagnen und Mittelwert + Standardabweichung lber 3 Messkampagnen.
Eliminationseffizienz (%) = (1-(TEQ nach Reinigungsstufe/TEQ vor Reinigungsstufe))*100. SF: Sandfil-
ter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.
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Vergleich mit friiheren Studien: Auf der ARA Wiieri in Regensdorf (Schweiz) wurden im Zulauf
5.9 + 2.8 mg Basis-TEQ/L gemessen, im Ablauf betrugen die Werte noch 0.3 + 0.3 mg Basis-
TEQ/L [36]. Im Ablauf einer australischen Klaranlage wurden 2.3 mg Basis-TEQ/L gemessen [52].
Auf der ARA Lausanne konnten toxische Effekte mit dem Leuchtbakterientest nur nach der bio-
logischen Reinigungsstufe nachgewiesen werden. Hier wurde nach OZ, SF, OZ + SF und OZ +
Pulveraktivkohle keine nicht-spezifische Toxizitdt mehr nachgewiesen [15].

3.1.4 Kombinierter Algentest mit einzelligen Griinalgen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Photosystem ll-hemmende Wirkung im kombi-
nierten Algentest sind in Tab. 9 aufgelistet.

Tab. 9: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Photosystem ll-Hemmung im kombinierten
Algentest.

Wirkmechanismus Test Probenaufbereitung Nachweisgrenze  Bestimmungsgrenze
(3.3 x Nachweisgrenze)
PS lI-Inhibition Kombinierter mit Anreicherung 1.5-2ng/L DEQ/L 5-7ng/L DEQ
Algentest (100-200fach)
ohne Anreicherung 192 ng/L DEQ 650 ng/L DEQ

Photosystem ll-hemmende Wirkung: Im ARA-Zulauf (VKB) wurde eine Diuron-Aquivalenz-
Konzentration (DEQ) von 165 + 110 ng/L (Mittelwert + Standardabweichung) gemessen. Nach
der biologischen Reinigung (NKB) waren noch 58 + 15 ng DEQ/L vorhanden und somit 55 + 22%
der Photosystem Il-hemmenden Wirkung entfernt. Durch Ozonung wurde die nach der biologi-
schen Reinigung verbleibende Photosystem II-hemmende Wirkung um weitere 80 + 8% auf
12 + 8 ng DEQIL reduziert.

Nur eine Nachbehandlungsmethode bewirkte eine weitere Verringerung der Toxizitat. GAK2 (un-
beladen / neu) reduzierte diese signifikant um weitere 66 + 8% (auf 3.7 + 1.7 ng DEQ/L). Aller-
dings war die Hemmung der Photosynthese in dieser Behandlung sehr gering (5%-13%), daher
ist eine Quantifizierung der DEQ-Werte mit hoher Unsicherheit behaftet, da sie auf stark extrapo-
lierten Werten beruht. GAK3 (beladen) bewirkte ebenfalls eine weitere, statistisch jedoch nicht
signifikante, Verringerung der DEQ-Werte. Sandfilter, Festbett und Wirbelbett zeigten keine Wir-
kung.

Abb. 9 zeigt die DEQ-Konzentrationen fur die einzelnen Messkampagnen und im Mittel.
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Abb. 9: Kombinierter Algentest: Photosystem ll-hemmende Wirkung (in ng Diuron-Aquivalenten
(DEQ)/L) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen.

Werte der einzelnen Messkampagnen (Mittelwerte der 3 technischen Replikate + Standardabweichung) und
Mittelwert (iber alle 3 Messkampagnen (+ Standardabweichung). Da der Fokus im Projekt auf den Nachbehand-
lungen lag, wurden diese jeweils zur Ozonung verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test, unterschiedliche Buch-
staben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Proben an). VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachkldrbecken,
OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3:

vorbeladene GAK.

Abb. 10 gibt einen Uberblick tiber die Elimination von Photosystem |l-hemmenden Stoffen durch
die verschiedenen Reinigungsstufen. Details zu den Ergebnissen der Photosystem lI-Hemmung
im kombinierten Algentest gibt Tab. 26 im Anhang 3.




Biologische Nachbehandlung von kommunalem Abwasser nach Ozonung — Teilprojekt Biotests
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Abb. 10: Kombinierter Algentest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und Elimi-
nationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf photosynthesehemmende
Stoffe (Diuron-Aquivalente, DEQ).

Werte der einzelnen Messkampagnen und Mittelwert + Standardabweichung lber 3 Messkampagnen. Eli-
minationseffizienz (%) = (1-(DEQ nach Reinigungsstufe/DEQ vor Reinigungsstufe))*100. VKB: Vorklérbe-
cken, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbela-
dene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.
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Die Gesamtelimination in der ARA lag fur alle vier Nachbehandlungen zwischen 89 und 97%,
wobei hier die Nachbehandlung mit GAK2 am besten abschnitt (97%).

Wachstumshemmung: Das Wachstum der Algen war im Abwasser aus dem ARA-Zulauf stark
gehemmt mit einer mittleren Basis-TEQ von 40 + 27 mg/L. Durch die biologische Reinigung
wurde diese Hemmung bereits deutlich reduziert, um 85 + 8% auf 4.5 + 2.7 mg Basis-TEQ/L. Die
Ozonung verringerte die verbleibende Basistoxizitat um weitere 73 £ 4% (auf 1.0 £ 0.9 mg Basis-
TEQ/L) (siehe Abb. 11). Vor allem in der zweiten Messkampagne variierte die Hemmung des
Wachstums in den einzelnen Replikaten der erweiterten Reinigungsstufen stark. Daher konnten
hier Basis-TEQ-Werte nicht zuverlassig quantifiziert werden.
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Abb. 11: Kombinierter Algentest: Wachstumshemmung (in mg Basis-Toxizitdts-Aquivalenten (Basis-
TEQ)/L)) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen.

Werte der einzelnen Messkampagnen (Mittelwerte der 3 technischen Replikate + Standardabweichung) und
Mittelwert (iber alle 3 Messkampagnen (+ Standardabweichung). Da der Fokus im Projekt auf den Nachbe-
handlungen lag, wurden diese jeweils zur Ozonung verglichen (ANOVA mit Dunnett's-Test, unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Proben an). VKB: Vorkldarbecken, NKB: Nachklar-
becken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktiv-
kohle, GAK3: vorbeladene GAK. Wenn in der Graphik kein Balken eingezeichnet ist, lag der Messwert unter-
halb der Bestimmungsgrenze.

Zwischen den Nachbehandlungen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
Extrapolierte Basis-TEQ-Werte der Nachbehandlung lagen zwischen <LOD und 2.0 mg/L.




Biologische Nachbehandlung von kommunalem Abwasser nach Ozonung — Teilprojekt Biotests

Abb. 12 gibt einen Uberblick tiber die Elimination von wachstumshemmenden Stoffen iiber die
verschiedenen Reinigungsstufen. Details zu den Ergebnissen finden sich in Tab. 27 im Anhang
3.

A
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Abb. 12: Kombinierter Algentest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und Elimi-
nationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf wachstumshemmende
Stoffe (Basis-Toxizitdts-Aquivalente, Basis-TEQ).

Werte der einzelnen Messkampagnen und Mittelwert + Standardabweichung lber alle 3 Messkampagnen.
Eliminationseffizienz (%) = (1-(Basis-TEQ nach Reinigungsstufe/Basis-TEQ vor Reinigungsstufe))*100. In
der Messkampagne vom 9.-10.3.15 konnte im Abwasser nach Ozonung kein Basis-TEQ-Wert ermittelt wer-
den, ebenso wie bei Ozon + GAK3, daher ist bei dieser Messkampagne fiir die betroffenen Reinigungsstu-
fen keine Eliminationseffizienz angegeben. VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung,
SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene
GAK.
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Die Gesamtelimination der algenwachstumshemmenden Stoffe in der ARA lag im Mittel zwischen
97 und 98% und damit etwas hoher als fur Photosystem ll-hemmende Stoffe. Insgesamt gab es
keine Unterschiede bei der Gesamtelimination zwischen verschiedenen Nachbehandlungen.
Weitere Details zu den Ergebnissen des kombinierten Algentests finden sich in Tab. 26 und
Tab. 27 im Anhang 3.

Vergleich mit friiheren Studien:

Aus friiheren Studien ist bekannt, dass die Effekte im kombinierten Algentest durch die Ozonung
signifikant verringert werden kénnen. Bei Abwassern bei denen die O3- bzw. OH-Radikal-Expo-
sition vom Normbereich abwich, konnte eine verringerte Elimination dieser Stoffgruppe gemessen
werden [51].

PS lI-Hemmung: Insgesamt sind die Resultate gut vergleichbar mit Ergebnissen aus friiheren
Studien: Auch auf den ARA Regensdorf und Lausanne konnte die Ozonung in biologisch gerei-
nigtem Abwasser zusatzlich 79 bzw. 82% der Photosystem II-hemmenden Stoffe entfernen. Die
mittlere Gesamtelimination auf der ARA Lausanne lag mit 88% (Biologie + Ozonung) [13, 15] in
einem ahnlichen Bereich wie auf der ARA Neugut (OZ: 91%, OZ+SF: 89%, OZ+FB: 91%,
OZ+WB: 90%, OZ+GAK2: 97%, OZ+GAK3: 94%).

Im Zulauf der ARA Basel wurde im Mittel ein DEQ von 164 £ 29 ng/L gemessen, nach der biolo-
gischen Reinigung waren noch 61 + 18 ng DEQ/L vorhanden und somit 61 + 18% der der Photo-
system Il-hemmenden Stoffe entfernt [53]. Durch Pulveraktivkohlebehandlung wurde die verblei-
bende PS Il-hemmende Wirkung um weitere 85 + 5% reduziert auf 8.7 + 1.5 ng DEQ/L wodurch
eine Gesamtelimination liber alle Reinigungsstufen von 95% erreicht wurde. Die Ozonung verrin-
gerte die nach der biologischen Reinigung verbleibende PS Il-hemmende Wirkung um weitere 77
1 6% auf 13 £ 0.8 ngDEQ/L. Im Wirbelbett lag die Elimination zwischen -33% (d.h. einer Zunahme
der Konzentration) und +45% (d.h. einer Abnahme der Konzentration). Im Mittel nahm die PS II-
hemmende Wirkung leicht ab auf 11 £ 5.7 ng DEQ/). Die Gesamtelimination in der ARA Basel
betrug 93%.

Auch im Rahmen der Studie zur Entwicklung eines Ozontestverfahrens [51] reduzierte Ozonung
in Kombination mit Biodegradation die PS ll-Hemmung in allen untersuchten Abwassern signifi-
kant im Mittel um 88%.

Wachstumshemmung: In Bezug auf wachstumshemmende Stoffe variierte die zusatzliche Elimi-
nation in der Ozonung in Lausanne zwischen 67 und 95%. Somit wurden im Mittel insgesamt
95% (Biologie + Ozonung) entfernt [13, 15].

Das Wachstum der Algen war im Abwasser des Basler ARA-Zulaufs stark gehemmt mit einer
mittleren Basis-TEQ von 17 + 11 mg/L. Durch die biologische Reinigung wurde diese Hemmung
um 73 £ 18% auf 3.3 + 0.99 mg Basis-TEQ/L reduziert. Durch die Behandlung mit Pulveraktiv-
kohle wurde die verbleibende Basistoxizitat um weitere 81% verringert (auf 0.68 + 0.50 mg Basis-
TEQ/L) und so eine Gesamtelimination in der ARA um 96% erreicht. Die Ozonung konnte die
nach der biologischen Reinigung noch vorhandene Basistoxizitat um weitere 86% verringern auf
im Mittel 0.44 + 0.17 mg Basis-TEQ/L. Im Wirbelbett wurde die verbleibende Resttoxizitat kaum
weiter verringert (0.42 + 0.22 mg/Basis-TEQ/L), je nach Messkampagne lag die Elimination bei -
63% (d.h. einer Erhéhung der Konzentration) bis +58% (d.h. einer Verringerung der Konzentra-
tion). Die Gesamtelimination in der ARA betrug 97%.

In den untersuchten Abwassern aus der Studie zum Ozontestverfahren [51] wurde die Wachs-
tumshemmung durch die Ozonung um 75-100 % (Mittel: 86%) verringert.




3.1.5 Fortpflanzungstest mit Wasserflohen

Die untersuchten Abwasser wirkten sich nicht negativ auf das Uberleben der adulten Wasserfldhe
aus. Jedoch war in der zweiten Messkampagne die Fortpflanzungsfahigkeit (Anzahl der Nach-
kommen) der Wasserflohe nach mehreren Reinigungsstufen leicht beeintrachtigt (Abb. 13).

Reproduction of Ceriodaphnia dubia at7 days
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Abb. 13: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Populationswachstum nach 7 Tagen Exposition

gegeniiber Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen (dargestellt in % relativ zur Kontrolle).

Mittelwerte + Standardabweichung. n = 12 Replikate a 1 Wasserfloh pro Testansatz. Kontrolle = kiinstlich aus
deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachklédrbecken, Os: Ozonung, SF: Sandfilter, GAK2:

unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, FB: Festbett, WB: Wirbelbett.

Unter Berulcksichtigung einer bis zu 20%igen Variabilitat in der Fortpflanzung der Kontrollen (Ser-
gio Santiago, persoénliche Mitteilung), wurde ein zusatzliches cut-off-Kriterium bei 80% Fortpflan-
zungshemmung festgelegt. Dadurch lag nur in der zweiten Messkampagne im Abwasser nach
Ozonung, Sandfilter, Festbett und GAKS3 die Fortpflanzung in der Probe mit dem héchsten Ab-
wasseranteil (90%) unterhalb dieses cut-off-Kriteriums (Tab. 10). Das entspricht einem schwa-
chen reproduktionstoxischen Effekt.
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Tab. 10: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Reproduktionshemmende Effekte der ver-
schiedenen Abwaésser relativ zur Kontrolle.

grin kein Effekt, orange schwacher reproduktionshemmender Effekt, Kontrolle = kiinstlich zusammenge-
setztes Referenzmedium. NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbel-
bett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.

:a"t’:;"ahme' Kontrolle ~ NKB oz SF FB WB  GAK2 GAK3
Replikate (n) 24 12 12 12 12 12 12 12
Toxizitat 02.03.02.15 -
09.-10.03.15 -
14.-15.04.15 -

Alle weiteren Abwasserproben zeigten keine Fortpflanzungshemmung. Tab. 28 im Anhang 3 gibt
einen Uberblick tber die Ergebnisse des Fortpflanzungstests mit C. dubia.

Vergleich mit fritheren Studien: In friiheren Studien wurden keine einheitlichen Effekte von
ozonierten Abwasserproben auf die Nachkommenzahl bei Wasserflohen nachgewiesen.

Bei einer ersten Studie auf der ARA Basel konnte in der Behandlung mit Ozon sowie Ozonung in
Kombination mit einem Wirbelbett in 1 von 3 Messkampagnen eine Beeintrachtigung der Fort-
pflanzung der Wasserflohe nachgewiesen werden [54]. In der ersten Messkampagne bewirkte
das Abwasser aus Ozonung und Wirbelbett bei einer Konzentration von 60% eine signifikant ver-
ringerte Anzahl an Nachkommen im Vergleich zur Kontrolle, was einer schwachen Toxizitat ent-
spricht. In der dritten Messkampagne verursachte das Abwasser aus Ozonung und aus Ozonung
und Wirbelbett bereits bei einer Abwasserkonzentration von 23% eine deutlich verringerte Nach-
kommenzahl.

Im Folgeprojekt auf der gleichen ARA wurde in 2 von 3 Messkampagnen eine leicht erhéhte To-
xizitat des Abwassers nach der biologischen Reinigung detektiert sowie in einer Messkampagne
im Abwasser nach dem Aktivkohlefilter [53]. Das biologisch gereinigte Abwasser bewirkte bei
einem Abwasseranteil von 90% in der ersten und in der zweiten Messkampagne eine 60%- bzw.
80%ige Verringerung der Nachkommenzahl im Vergleich zur Kontrolle. In der ersten Messkam-
pagne zeigte auch das Abwasser aus der Pulveraktivkohlestufe einen leichten reproduktionshem-
menden Effekt (80%ige Verringerung der Nachkommenzahl) bei einem Abwasseranteil von 90%.

In den Arbeiten zum Ozontestverfahren [51] konnte bei den untersuchten Abwassern im Ablauf
der biologischen Reinigung zum Teil eine erhdhte chronische Toxizitat auf Wasserflohe gemes-
sen werden, die durch eine Behandlung mit Ozon + Biodegradation oft verringert wurde. Eine
Toxizitatszunahme oder nur leichte Verringerung deuteten hier auf problematische Abwasser mit
spezieller Belastung hin (z.B. Effekte durch Schwermetalle).




3.2 Invivo-Biotests im Durchfluss auf der ARA Neugut

3.21 Glanzwurm-Fortpflanzungstest

Im Fortpflanzungstest mit Glanzwulrmern traten keine signifikanten Unterschiede zwischen Ozo-
nung und den verschiedenen Nachbehandlungen auf, weder in der Anzahl noch in der Biomasse
der Warmer, ebenso keine Unterschiede zur Kontrolle (d.h. einem kilnstlich aus deionisiertem
Wasser hergestellten Kontrollmedium, siehe auch 2.2.1). Abb. 14 gibt einen Uberblick tber die
Ergebnisse.
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Abb. 14: Fortpflanzungstest mit Glanzwiirmern: Anzahl (in schwarz) und Biomasse (in grau) der
Wiirmer in der Kontrolle und im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen.

Mittelwerte + Standardabweichung. n = 6 Replikate flir die verschiedenen Abwésser a 10 Wiirmer pro Tes-
tansatz. Kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben (ANOVA mit Dunnett's-Test). Da der Fokus
im Projekt auf den Nachbehandlungen lag, wurden diese jeweils zur Ozonung verglichen. K: Kontrolle =
kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachklérbecken, OZ: Ozonung,
SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbela-
dene GAK.

Vergleich mit friiheren Studien: Die Ergebnisse des Glanzwurmtests unterscheiden sich von
frGheren Studien auf anderen ARAs. In der ARA Lausanne war die Biomasse nach Ozonung und
Pulveraktivkohle signifikant verringert [15]. In Lausanne konnte eine Tendenz zur Abnahme der
Glanzwurm-Reproduktion nach dem Sandfilter und der Pulveraktivkohlestufe beobachtet werden,
aber dies war mit Bonferroni-Holm Anpassung [55] nicht signifikant. In der ARA Regensdorf [13]
wurde ein hemmender Effekt der Ozonung festgestellt, der jedoch durch den Sandfilter wieder
eliminiert wurde. Die Hemmung nach der Ozonung kann ein Hinweis auf die Bildung labiler Re-
aktionsprodukte der Ozonung sein und weist auf die Notwendigkeit eines Sandfilters oder einer
vergleichbaren Stufe als zusatzliche Barriere zwischen Ozonungsreaktor und ARA-Auslauf hin.
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3.2.2 Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen

Validitat des Tests

Die in Tab. 11 angegebenen Validitatskriterien der OECD-Richtlinie 210 (OECD 1992) wurden
wahrend der von der OECD empfohlenen Testdauer (bis 64 Tage nach Schlupf) erfullt.

Tab. 11: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Validitdtskriterien der OECD
210 [24] wahrend 64 Tagen.
Die wéhrend des Tests ermittelten Werte sind in der zweiten Spalte angegeben.

Validitatskriterium Im Test ermittelt
Schlupf in Kontrollen > 66% befruchtete Eier 100%
Uberleben in Kontrollen nach Schlupf > 70% geschliipfte Fische 95%
Sauerstoffsattigung > 60% 63-98%

Der FELST mit Regenbogenforellen wurde auf der ARA Neugut bis zu 96 Tagen (nach Schlupf)
weitergefihrt, da fir die Biomarker-Untersuchungen (Histopathologie und Genexpression) eine
gréssere Menge an Biomasse benétigt wurde. In diesem Zeitraum, von Tag 65 bis 96, traten
vermehrt Unterschreitungen des Validitatskriteriums Sauerstoffsattigung auf (Abb. 17 und Tab.
12). Deshalb wurde entschieden, alle maglichen Endpunkte wie z.B. Uberleben im FELST bereits
nach 64 Tagen, also nach Ende der von der OECD empfohlenen Testdauer, zu evaluieren. Bei
der verlangerten Expositionsdauer von 96 Tagen ist nicht auszuschliessen, dass die geringeren
Sauerstoffkonzentrationen einen Einfluss auf die Uberlebensrate der Regenbogenforellen hatten.
Zusatzlich kénnen die geringen Sauerstoffkonzentrationen in der verlangerten Testdauer auch
die Ergebnisse der Biomarker-Untersuchungen beeinflusst haben. Ein méglicher Einfluss der
niedrigen Sauerstoffsattigung wird im Kapitel 3.2.3 diskutiert. Anhang 5 gibt einen Uberblick (iber
die Ergebnisse der physikalisch-chemischen Parameter.

Physikalisch-chemische Parameter wahrend der gesamten Expositionsdauer

Wahrend der Exposition der Fische wurde in den Testgefassen taglich die Temperatur gemessen
(siehe Abb. 15A). Die Werte streuten zeitweise stark und waren kurzfristig auch tiber den Vorga-
ben der OECD-Richtlinie [24]. In Abb. 15B wird deutlich, dass die mittleren Temperaturen in den
unterschiedlichen Testgefassen dennoch sehr ahnlich waren und die Abweichungen in allen Test-
gefassen auftraten. Dadurch wird die Moglichkeit eines Einflusses der Temperatur auf die biolo-
gischen Ergebnisse der Studie als gering eingeschatzt.
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Abb. 15: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Gemessene Temperaturen in
den Testgefédssen iiber die Testdauer dargestellt (A) je Tag und (B) je Testgefass.

Mittelwerte + Extremwerte. Ab dem 32. Tag nach Beginn der Exposition wurde die Solltemperatur inner-
halb von 5 Tagen stufenweise von 10 + 2°C auf 12 + 2°C erhéht (vgl. Vorgaben der OECD 210, 1992).
Kontrolle / C = kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachkldrbecken,
OZ: Ozonung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, FB: Festbett, WB:
Wirbelbett, SF: Sandfilter.

Zusatzlich wurden die Parameter pH, Sauerstoff-Konzentration, Leitfahigkeit und Gesamtharte
gemessen (Anhang 5). Fur das kinstlich aus deionisiertem Wasser hergestellte Kontrollmedium
unterscheiden sich diese Werte haufig von den in den unterschiedlich behandelten Abwéassern
gemessenen Werten. Dennoch waren die Parameter in einem Bereich, der fur die Testorganis-
men Ublicherweise keine Stressbedingungen darstellt.

Bei der wochentlichen Messung des in den Test- und Kontrolimedien gelésten Ammoniums (NH4)
(siehe auch Abb. 16) wurden ab Tag 56 gelegentlich, aber ab Tag 84 standig Werte > 0.25 mg/L
gemessen. Es ist ein Effekt des mit Ammonium im chemischen Gleichgewicht stehenden Fisch-
toxins Ammoniak (NHs) méglich. Die gemessenen Werte von maximal 1.16 mg NH4-N (bei 12°C)
im Test entsprechen etwa 0.003 bis 0.025 mg NHs-N bei pH 7-8. Bei Regenbogenforellen bewirk-
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ten Ammoniak-Werte grésser 0.04 mg/L histopathologische Effekte nach einer Langzeitexposi-
tion Uber 5 Jahre [56]. Der EC2o fur Auswirkungen auf das Wachstum von friihen Lebensstadien
von Regenbogenforellen nach 90 Tagen lag bei 7.72 mg/L NHs-N [57]. Basierend auf allen ver-
fugbaren Okotoxizitatsdaten fiir Stisswasserorganismen empfiehlt die US EPA fiir Ammonium ein
akutes Qualitatskriterium von 7.6 mg NHs-N/L und ein chronisches Qualitatskriterium von 1.3 mg
NH4-N/L (bei pH 8 und 12°C) [58]. Basierend auf diesen Daten sind direkte Effekte der periodisch
erhdhten Ammonium-Konzentrationen auf das Uberleben und die Entwicklung der Fische un-
wahrscheinlich. Als Ursache fir die erhéhten Ammonium-Konzentrationen werden der mit der
Zeit erhohte Futterbedarf und die somit grésser werdende Ausscheidungsrate der Fische betrach-
tet. Die erhéhten Werte traten aber in allen Behandlungen gleichermassen auf. Dadurch wird
dieser Faktor bei der vorliegenden Fragestellung, dem Vergleich verschiedener Nachbehandlun-
gen, ausgeglichen.

A 1.5+

NH,-Konzentration (mg/L)

FE s e P e

~l~°& &

0.5+
B ) A

(<]

E 0.4 -

&

= 0.31

e

€

s 0.2

5 | *

A

< 0.1 ¢

o

z
0.0 T T T T T T T

¥ Q& K& R QY Y

.¢°\ V\‘l’ o o <« 07‘.{" ov‘.l‘
O(‘
+

Abb. 16: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Wéhrend des Tests (Tag 0-
96) in den Testgefdssen gemessene physikalisch-chemische Parameter (A) Ammoniumkonzent-
ration und (B) Nitritkonzentration.

A: Box Plot: Der horizontale Strich zeigt den Median an, das Rechteck stellt die Verteilung der mittleren
50% der Daten dar. Die Linie zeichnet die Maximalwerte an. Kontrolle n = 20, NKBn =21, OZn =18, SF
n=24, FBn=21, WBn =18 GAK2 n =21, GAK3 n = 21. B: zeigt die gemessenen Datenpunkte an (n
= 2). Kontrolle = kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelites Kontrollmedium, NKB: Nachkldrbecken,
OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,
GAKaS3: vorbeladene GAK.
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Abb. 17: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Wéhrend des Tests gemes-
sene Sauerstoffséttigung (A) Tag 0 - 64 und (B) Tag 65 - 96.

Beim Box Plot zeigt der horizontale Strich den Median an, das Rechteck stellt die Verteilung der mittleren
50% der Daten dar. Die Linie im Boxplot zeichnet die Maximalwerte ab. Die rote Linie zeigt das Validi-
tatskriterium fiir Sauerstoff (60%) an. Kontrolle = kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kon-
trollmedium, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2:
unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.

Die Werte der in den Testgefdssen gemessenen Sauerstoffsattigungen liegen bis zum Tag 64
deutlich Gber dem Validitatskriterium von 60% (Abb. 17A).

Wahrend der verlangerten Exposition bis zum Tag 96 war der Sauerstoffgehalt allgemein niedri-
ger und lag teilweise auch unter 60% (Abb. 17B). Bei Betrachtung der Messwerte jedes einzelnen
Testgefasses Uber die Expositionsdauer (Tab. 12) wird deutlich, dass die Sauerstoffsattigung ab
dem 63. Tag in allen Testgefassen abnahm. Als Ursachen werden der erhdhte Futterbedarf, die
damit zusammenhangende vermehrte Ausscheidung der Fische sowie die hdheren Temperatu-
ren als Faktoren fir ein starkeres mikrobiologisches Wachstum vermutet.

Es kam in 23 Fallen zu Werten < 60%, in 9 Fallen zu Werten < 50% und einmal wurde weniger
als 40% Sauerstoffsattigung gemessen (NKB B, Tag 91). Zusatzlich traten an Tag 94 durch einen
Ausfall der BelUftung kurzfristig stark verringerte Sauerstoffgehalte auf (bis unter 20%). Nach Be-
hebung des Problems und der anschliessender Sauerstoffmessung, stiegen die Sauerstoffwerte
rasch wieder an. Vermutlich ist dieser kurze Sauerstoffmangel an Tag 94 die Ursache fur die
Mortalitat, welche an Tag 94 und 95 (3 Fische im NKB Replikat A) beobachtet wurde. Ein mdgli-
cher Einfluss der niedrigen Sauerstoffsattigung wird im Kapitel 3.2.3 diskutiert.
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Biologische Nachbehandlung von kommunalem Abwasser nach Ozonung —Teilprojekt Biotests

Tab. 12:Farbliche Darstellung der gemessenen Sauerstoffséttigung (%) in den Testgefdssen wéahrend
der Exposition der Fische. Griine Felder zeigen Werte 2 80%, gelbe Felder < 80% und 2 60% und rote Fel-
der < 60%.

Erste Zeile: Behandlungen (K = kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nach-
kldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,
GAKS3: vorbeladene GAK) und Replikate (A, B, C, D), erste Reihe: Versuchsdauer in Tagen.

Tag[K_A K B K_C K_D|NKB_A NKB_B NKB_C|OZ A OZ B OZ_C|SF_A SF_B SF_C|FB_A FB_B FB_C|WB_A WB_B WB-C [GAK2_A GAK2_B GAK2_C|GAK3_A GAK3_B GAK3_(
0
7

14
21
28
35
42
49
56
63
70
77
84
91
9
96

Ergebnisse des Fish Early Life Stage Toxicity-Tests mit Regenbogenforellen nach 64 Ta-
gen

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus der Exposition der friihen Lebensstadien der Regenbo-
genforelle gegeniiber Abwassern aus verschiedenen Reinigungsstufen dargestellt. Tab. 13 fasst
die Ergebnisse fir die einzelnen biologischen Endpunkte zusammen. Weitere Details zu der Ge-
samtiiberlebensrate, Uberleben der Embryonen, Schlupf, Uberleben nach Schlupf, Aufschwim-
men sowie Frischgewicht und Lange der Larven sind in Tab. 30 im Anhang 3 und in Anhang 5
aufgefihrt.

Tab. 13: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Zusammenfassung der unter-
suchten biologischen Endpunkte.

Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 fiir die verschiedenen Reinigungsstufen, n = 4 fiir die Kontrolle (=
kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium), NKB: Nachklarbecken, OZ: Ozonung,
SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene
GAK.

Kontrolle NKB 0oz SF FB WB GAK2 GAK3

Replikate (n) 4 3 3 3 3 3 3 3
E.|er je Replikat bei Testbe- 60 60 60 60 60 60 60 60
ginn (n)

E.|erje Replikat nach Redu- 30 30 30 30 30 30 30 30
zierung (n)

Schlupf 1000+ 978+ 911+ 989+ 946+ 944+ 967 + 96.7%
(% befruchtete Eier) 0.0 3.8 1.6 1.6 5.7 5.7 3.3 2.7
Uberleben nach Schlupf (64

Tage) 975+ 955+ 926+ 978+ 928+ 908% 966+ 921+
(% geschlipfte Fische) 1.7 1.9 9.8 1.9 6.3 2.2 3.4 7.0
Uberleben nach Schlupf (96

Tage) 950+ 826+ 926+ 97.8+ 896+ 872+ 954+ 911+
(% geschlipfte Fische) 3.3 5.1 9.8 1.9 3.6 1.1 5.3 7.1
Schlupf

Der Schlupf der Fische begann 28 Tage nach Beginn der Exposition und war innerhalb von 11
Tagen abgeschlossen (Abb. 18). In der Kontrolle war der Schlupferfolg mit 100 + 0°% am hochs-
ten (vgl. Tab. 13) und in der Ozonung mit 92°+ 2°% am niedrigsten. Allerdings liegen weder
zwischen den untersuchten Abwasserbehandlungen noch im Vergleich mit der Kontrolle
statistisch signifikante Unterschiede vor.
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Abb. 18: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Schlupf der Fische iiber den
relevanten Zeitraum (28-40 Tage) nach Expositionsbeginn.

Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 fiir die verschiedenen Reinigungsstufen, n = 4 fiir die Kontrolle.
Uber den Zeitraum des Schlupfs wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Abwés-
sern festgestellt (ANOVA, Tukey-Test, beidseitig, p = 0.05). Kontrolle / C = kiinstlich aus deionisiertem Wasser
hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, GAK2: unbeladene granulierte Aktiv-
kohle, GAK3: vorbeladene GAK, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, SF: Sandfilter.

Uberleben

Nach 64 Tagen, am Ende der von der OECD vorgeschlagenen Testdauer, war die Uberlebens-
rate in der Kontrolle und dem Sandfilter am hdchsten (Abb. 19). Im Abwasser des Nachklarbe-
ckens, der Ozonung, dem Wirbelbett und dem Festbett war die Uberlebensrate im Mittel etwas
niedriger. Am Tag 64 traten weder zwischen den untersuchten Abwasserbehandlungen
noch im Vergleich mit der Kontrolle statistisch signifikante Unterschiede bei den Endpunk-
ten ,,gesamte Uberlebensrate”, ,,Uberlebensrate vor Schlupf“ und ,,Uberlebensrate nach
Schlupf auf.
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Abb. 19: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Uberleben der Fische nach
Schlupf am Tag 64.

Farbige Punkte stellen die einzelnen Replikate dar (n = 3 fiir die verschiedenen Reinigungsstufen, n = 4 fiir
die Kontrolle), der schwarze Strich zeigt den Mittelwert. Kein signifikanter Unterschied zwischen den Be-
handlungen (ANOVA, Dunnett's-Test, einseitig grésser, p = 0.05). Kontrolle = kiinstlich aus deionisiertem
Wasser hergestelltes Kontrolimedium, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, WB: Wirbelbett,
FB: Festbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.

Ergebnisse des Fish Early Life Stage Toxicity-Tests mit Regenbogenforellen im verlan-
gerten Expositionszeitraum von 96 Tagen

Nach 96 Tagen flhrte das Abwasser aus der biologischen Reinigung (NKB) im Mittel zu der nied-
rigsten Anzahl Uiberlebender Fische (Abb. 20, Tab. 13). Im Vergleich zum NKB war das Uberle-
ben der Fische nach Schlupf in der Kontrolle, im Sandfilter und im GAK2 mit neuer Aktivkohle
signifikant erhoht. Beim Vergleich der Nachbehandlungen mit der Ozonung konnte kein signifi-
kanter Unterschied in der Uberlebensrate nach Schlupf nachgewiesen werden.

Beim Replikat A des GAK3 wurde am Tag 79 ein einzelner Fisch beim Putzen der Becken verletzt
und verstarb. Durch einen einmaligen Ausfall der Beliftung im Replikat C des Wirbelbettes am
Tag 82 starben auf einmal 7 Fische. Diese Vorfalle werden als nicht natirliche Todesursache
angesehen. Deshalb werden diese unnatirlichen Todesfalle nicht in Abb. 20 angezeigt und auch
nicht bei der statistischen Auswertung integriert.

Nach dem Beliftungsausfall an Tag 94 verstarben im Replikat A des Nachklarbeckens am Tag
94 und 95 insgesamt 3 Fische. Da durch den Stromausfall alle Behandlungen betroffen waren,
wurden diese Mortalitaten in der Graphik und Statistik belassen.
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Abb. 20: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Uberleben der Fische nach
Schlupf am Tag 96.

Farbige Punkte stellen die einzelnen Replikate dar (n = 3 fiir die verschiedenen Reinigungsstufen, n = 4 fiir
die Kontrolle), der schwarze Strich zeigt den Mittelwert. *: signifikanter Unterschied zur biologischen Reini-
gung NKB (ANOVA, Dunnett's-Test, einseitig grésser, p = 0.05). Kein signifikanter Unterschied zu ozonbe-
handeltem Abwasser (ANOVA, Dunnett's-Test, einseitig grésser, p = 0.05). Kontrolle = kiinstlich aus deio-
nisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung, SF: Sandfilter, WB:
Wirbelbett, FB: Festbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK .

Wahrend der Exposition zwischen 64 und 96 Tagen wurden in verschiedenen Testmedien ge-
ringe Sauerstoffsattigungen < 60% gemessen (Tab. 12). Besonders im Nachklarbecken, mit der
niedrigsten Uberlebensrate, wurden wiederholt Sauerstoffsattigungen unter 60%, einem Validi-
tatskriterium der OECD 210, nachgewiesen.

Salmonide Fische bevorzugen frisches, sauerstoffreiches Wasser und Sauerstoffkonzentrationen
> 5 mg/L (entspricht einer Sattigung von ca. 47% bei der Solltemperatur von 12°C in den Testge-
fassen). Geringere Sauerstoffkonzentrationen kdnnen subletale und letale Effekte bewirken [59-
61]. Daher kann ein Einfluss der Sauerstoffsattigung auf das Uberleben sowie die Biomarker-
Antworten der Regenbogenforellen im verlangerten Expositionszeitraum nicht ausgeschlossen
werden (siehe auch Kapitel 3.2.3).

Gewicht und Lénge der Fische nach Testende

Nach Testende wurden Lange und Gewicht der Fische gemessen (Abb. 21). Die Exposition der
frGhen Lebensstadien gegeniiber den unterschiedlich behandelten Abwassern hatte keinen sig-
nifikanten Einfluss auf die Lange oder das Gewicht.

37



12 -
=)
I I J
z —] ——
P
0.8
as -
Kontrolle  NKB 0z GAK2  GAK3 FB WB SF
B 46 -
— 44 -
=
S
S 42 -
=
E
©
g 4.0 _
(U 1
= e
B s I __} m = .
—— —_ -
3.6 - -
Kontrolle  NKB 0z GAK2  GAK3 FB WB SF
C 46 | —_
— o m— ————
4.4 — - — o p——
= —— — .
5 4.2 -
[0}]
[@)]
s 4.0
- |
%
3.6 -
Kontrolle  NKB 0z GAK2  GAK3 FB WB SF

Abb. 21: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: (A) Gewicht, (B) Standardlange
und (C) Gesamtldnge der Fische nach Testende.

Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 fiir die verschiedenen Reinigungsstufen, n = 4 fiir die Kontrolle. Keine
Unterschiede zur biologischen Reinigung (NKB) und zu ozonbehandeltem Abwasser (OZ) (ANOVA, Dunnett's-
Test, einseitig grosser (NKB) bzw. beidseitig (0Z), p = 0.05).Kontrolle = kiinstlich aus deionisiertem Wasser
hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachklédrbecken, OZ: Ozonung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,
GAK3: vorbeladene GAK, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, SF: Sandfilter.
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Zusammenfassung und Vergleich mit anderen Studien

Die Entwicklung von frihen Lebensstadien von Regenbogenforellen im Durchfluss auf der Klar-
anlage zeigte keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen an. Einzig die sub-
letalen Endpunkte bei den Regenbogenforellen — d.h. (i) die Histopathologie und (ii) die Genex-
pression — die in angegliederten Projekten bearbeitet wurden, gaben Hinweise auf Unterschiede
durch die Nachbehandlungen (siehe nachfolgendes Kapitel).

In friheren Studien zeigte die Ozonung gegenlber biologisch gereinigtem Abwasser keine oder
eine positive Wirkung auf verschiedene biologische Endpunkte. Auf den ARA Regensdorf
(Schweiz) wurde allerdings durch die Ozonung eine Verzégerung der Entwicklung und ein verrin-
gertes Gewicht der Fischlarven beobachtet [62]. In Lausanne hingegen trat keine erhdhte Okoto-
xizitat durch die Ozonung im Vergleich zu biologisch gereinigtem Abwasser auf. Die Behandlung
des Abwasser mit Pulveraktivkohle wirkte sich in dieser Studie positiv auf alle beobachteten End-
punkte aus [15].

Auf der ARA Basel zeigten die untersuchten Entwicklungsparameter wie Ldnge und Gewicht bei
den Regenbogenforellen eine Verringerung von negativen Auswirkungen des biologisch gerei-
nigten Abwassers durch die erweiterten Reinigungsstufen wie Aktivkohle und Ozonung an [54].

3.2.3 Weiterfilhrende Untersuchungen mit Regenbogenforellen — Histopatholo-
gie und Genexpression

Den Forellen wurden nach Testende die Organe und Gewebe entnommen, um die Genexpres-
sion verschiedener Biomarker, den oxidativen Stress im Fox Assay sowie den histopathologi-
schen Zustand zu bestimmen.

Grundsatzlich miussen die Ergebnisse dieser Untersuchungen mit Vorsicht interpretiert werden,
da ein Einfluss der abiotischen Parameter (v.a. die kurzzeitig sehr niedrige Sauerstoffsattigung
kurz vor Versuchsende, siehe Abschnitt 3.2.2) nicht auszuschliessen ist. Beispielsweise konnten
Larmoyeux und Piper [58] bei Sauerstoffkonzentrationen unter 5 mg/L und einem Ammonium-
gehalt Giber 0.5 mg/L eine Verschlechterung des Gesundheitszustandes von Forellen nach 4 Mo-
naten Belastung nachweisen. Dies ausserte sich in einer Reduktion der Wachstumsrate und in
Schaden der Kiemenstruktur. Zusatzlich traten teilweise histopathologische Schaden an Leber
und Niere auf. Allerdings trat nach mehrwdchiger Exposition eine Anpassung an diese Bedingun-
gen auf.

Der mogliche Einfluss verschiedener abiotischer Parameter auf den Gewebezustand der Regen-
bogenforellen wurde statistisch tberpriift (ANCOVA / Kovarianzanalyse). Es wurde kein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen den verschiedenen Behandlungen und der Temperatur und
dem Sauerstoffgehalt festgestellt. Fir die Genexpression wurden all jene Gene aus dem Analy-
seprogramm entfernt, die durch verringerte Sauerstoffkonzentrationen beeinflusst werden kénn-
ten.

Bei der Analyse von oxidativem Stress mit dem Fox Assay [63, 64] konnte kein signifikanter Un-
terschied zwischen den verschiedenen Nachbehandlungsverfahren nachgewiesen werden [49].

Histopathologie

Bei der semi-quantitativen Auswertung der Histopathologie zeigte die Kontrolle den besten Zu-
stand des Gewebes an. Der Gewebezustand der Forellen, welche dem mit GAK2 behandelten
Abwasser ausgesetzt waren, lag auf einem ahnlichen Niveau wie derjenige der Kontrolltiere. Die
Leber war histopathologisch nach OZ, SF, FB, WB und GAK3 in einem signifikant (p<0.05)
schlechteren Zustand als in den Kontrollen, ebenso unterschied sich der Gewebezustand der
Fische im NKB signifikant vom dem im SF und im WB (p = 0.01), jedoch nicht vom Gewebezu-
stand in OZ, FB, GAK2 und GAK3 [49]. Nach Behandlung des Abwassers mit dem GAK-Filter 2
war der Gewebezustand im Vergleich zur Ozonung signifikant verbessert (p= 0.03). Das bedeu-
tet, dass die histopathologischen Auswirkungen, die durch das Abwasser nach NKB und Ozo-
nung verursacht wurden, mit dem GAK2 wieder eliminiert werden konnten. Zwischen der Ozo-
nung und den anderen nachgeschalteten Abwasserbehandlungen konnten keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden. Dadurch kdnnen keine Vergleiche Uber deren Effizienz zur
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Biologische Nachbehandlung von kommunalem Abwasser nach Ozonung —Teilprojekt Biotests

Elimination von histopathologischen Effekten angestellt werden. [49]. In Abb. 22 (verandert nach
[49]) wird der Anteil der jeweiligen Gewebezustandsklassen angegeben.
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Abb. 22: Semi-quantitative Auswertung der histopathologischen Leberverdnderungen bei Regenbo-
genforellen.

Gewebezustandsklassen: 1 = Kontroll-Status, 2 = Zwischenstadium, 3 = Reaktionsstadium, 4 = Zwischensta-
dium, 5 = Stadium der Zerstérung. Gewebezustandsklasse 1 und 5 kamen bei diesem Versuch nicht vor. K =
kiinstlich aus deionisiertem Wasser hergestelltes Kontrollmedium, NKB: Nachkldrbecken, OZ: Ozonung,
SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene
GAK.

Genexpression

Die Regulation eines ausgewahlten Sets an Biomarker-Genen (Tab. 14) wurde ebenfalls an den
Regenbogenforellen aus dem Fish Early Life Stage Toxicity-Test (Kapitel 3.2.2) untersucht. Diese
Untersuchungen wurden im Rahmen des Projektes ,Wirkungsorientierte Gewasseriiberwachung:
Biomonitoring mit Forellen“ durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden hier zusammenfassend vorge-
stellt

Da der Fokus der Untersuchungen auf den mdglichen Auswirkungen von reaktiven Abbaupro-
dukten infolge von Ozonung lag, wurden Gene gewahlt, deren Produkte in der Zelle bei oxidati-
vem Stress und fiir die Biotransformation (d.h. einer Umwandlung von Fremdstoffen im Organis-
mus durch Enzyme) vermehrt produziert werden. Zusatzlich wurden aber auch Gene untersucht,
welche an der allgemeinen Stressantwort, der Immunregulierung, der hormonellen Wirkung und
an der Reaktion auf Schwermetallbelastung beteiligt sind. Diese Analysen beruhen auf der Re-
gulierung von mRNA-Transkripten als biologischem Endpunkt. Die Induktion der einzelnen Bio-
marker-Gene wird in Relation zu einem ,Housekeeping“-Gen quantifiziert, dessen Expression
durch die Belastung nicht reguliert wird und das dadurch unabhangig vom Zustand der Zellen ist.
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Tab. 14: Liste der ausgewéhliten Biomarker-Gene, und die dazugehdrige zelluldre Funktion.

Zelluldre Antwort Markergen

ABCB1 (ABC-Transporter B1, P-Glycoprotein, MDR1)

Allgemeine Stressantwort
Abcc2 (ABC-Transporter C2, MRP2)

Zellzyklus p53 (Tumor-Unterdriicker / tumor suppressor -Gen)
CYP1A (Cytochrom P450 1A)
CYP3A (Cytochrom P450 3A)

Biotransformation GST (Glutathion-S-Transferase)

UDP-Glucuronosyltransferase

Methyltransferase

Immunregulation und Abwehr | TNFa (Tumor-Nekrose-Faktor / tumor necrosis factor alpha)

von Krankheitserregern IL-1beta (Interleukin-1beta)
Hormonelle Wirkung VTG (Vitellogenin)
Metallstress MTb (Metallothionein B)

NrF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)

GR (Glutathion-Reduktase)

Oxidativer Stress PGC-1alpha (Peroxisome proliferator-activated receptor)

CAT (Catalase)

SOD (Superoxid-Dismutase)

Stoffwechsel PEPCK (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase)

Oxidativer Stress: Alle untersuchten Biomarker, welche mit oxidativem Stress zusammenhan-
gen, zeigten eine signifikante Erhéhung der Geninduktion im Nachklarbecken (Abb. 23). Die Fi-
sche in diesen Behandlungen waren auch von dem Bellftungsausfall 48 h vor Probenahme am
starksten beeintrachtigt (i.e. erhéhte Sterblichkeit). Nach Ozonung waren nur noch 3 von 7 Bio-
markern signifikant induziert (NrF2, SOD und PCG), was darauf hindeutet, dass keine zusatzli-
chen reaktiven Ozonungsprodukte entstanden sind. Beim Vergleich der Nachbehandlungen
konnten in den meisten Fallen keine Unterschiede zur Ozonung festgestellt werden (CAT, GR,
GPx, PGC). Lediglich bei einem der untersuchten Markergene (NrF2) lag die Geninduktion nach
der Behandlung mit dem GAK2 und dem FB signifikant tiefer als direkt nach der Ozonung. Beim
Markergen SOD war lediglich beim GAK2 eine signifikante Reduktion im Vergleich zur Ozonung
aufgetreten. Es muss aber angemerkt werden, dass die Geninduktion zwischen den Replikaten
teilweise stark variierte.
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Abb. 23: Ergebnisse der Biomarker fiir oxidativen Stress in Lebergewebe von Regenbogenforellen
auf der ARA Neugut.
Mittelwerte + Standardabweichung. n Kontrolle = 4, n Behandlung = 3. Jeweils gepoolte RNA-Probe von 5
Fischen pro Testbecken. a: signifikanter Unterschied zur Kontrolle, b: signifikanter Unterschied zum Nach-
kldarbecken, c: signifikanter Unterschied zur Ozonung (Signifikanzanalyse wurde mittels ANOVA mit Dun-
nett's-Test durchgefiihrt. Unabhéngig von der ANOVA wurde noch eine Einzelgruppenanalyse der Daten
mittels t-Test durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede welche sich nur mittels t-Test ergaben sind mit * mar-
kiert. Die jeweiligen Buchstaben zeigen welche Gruppen verglichen wurden). NKB: Nachkldrbecken, O3:
Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vor-
beladene GAK.

Allgemeine Stressantwort: Bei der Untersuchung der Biomarker, die in Verbindung mit einer
allgemeinen Stressantwort stehen, konnte bei ABCB1a eine signifikante Abnahme der Geninduk-
tion nach Ozonung im Vergleich zum NKB festgestellt werden (Abb. 24). Es gab keinen Unter-
schied zwischen Ozonung und den Nachbehandlungen.

Biotransformation: Bei Biomarkern, welche mit Biotransformation zusammenhangen, waren
nach dem NKB samtliche getesteten Gene (Cyp1a, Cyp3a und GST) signifikant erhoht. In der
Ozonung reduzierte sich die Induktion fiir diese Biomarker signifikant, was die Elimination von
Mikroverunreinigungen in der Ozonung bestatigt. Bei den Nachbehandlungen konnten mit einer
Ausnahme (CYP3a) keine Unterschiede im Vergleich zur Ozonung nachgewiesen werden. Nur
nach der Behandlung im Wirbelbett, war CYP3a signifikant erhoht. Dies ist vermutlich methodisch
bedingt. Nach dem NKB war der Biomarker fur 6strogene Wirkung (Expression des Vitellogenin-




Gens (VTG)) erhoéht. Nach Ozonung und allen Nachbehandlungen reduzierte sich die Vitel-
logenin-Induktion signifikant.

Gene-
relle
Stress-
ant-
wort

Bio-
trans-
forma-
tion

Hor-

nelle
Wir-
kung

Relative expression Relative expression

Relative expression

Relative expression

- . ABCB1a

800+

6004

4004

2004

Relative expression

10004

500 b

Abb. 24: Ergebnisse der Biomarker fiir generelle Stressantwort, Biotransformation und hormonelle
Wirkung in Lebergewebe von Regenbogenforellen auf der ARA Neugut.

Mittelwerte + Standardabweichung. n Kontrolle = 4, n Behandlung = 3. Jeweils gepoolte RNA Probe von 5
Fischen pro Testbecken. a: signifikanter Unterschied zur Kontrolle, b: signifikanter Unterschied zum Nach-
kldrbecken, c: signifikanter Unterschied zur Ozonung (Signifikanzanalyse wurde mittels ANOVA mit Dun-
nett's-Test durchgefiihrt. Unabhéngig von der ANOVA wurde noch eine Einzelgruppenanalyse der Daten
mittels t-Test durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede welche sich nur mittels t-Test ergaben sind mit * mar-
kiert. Die jeweiligen Buchstaben zeigen welche Gruppen verglichen wurden). NKB: Nachkldrbecken, O3:
Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vor-
beladene GAK.
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Schwermetallstress: Beim Metallothionein b (MTb), einem Biomarker flir Schwermetallstress,
unterschieden sich die Induktion im NKB und in der Ozonung nicht voneinander (Abb. 25), da
Ozon Schwermetalle nicht aus dem Wasser entfernt. Die Expression von MTb wurde insbeson-
dere durch die Behandlung mit dem GAK-Filter 2 signifikant reduziert. Das kann damit erklart
werden, dass Schwermetalle gut an die neue Aktivkohle binden und somit aus der Wasserphase
entfernt werden (z.B. [69]).

Immunregulation: Die beiden Biomarker fiir Immunregulation (TNFa) und pathogene Abwehr
(Abwehr von Krankheitserregern; IL1b) zeigten eine deutliche Induktion nach dem NKB und eine
signifikante Reduktion durch die Ozonung. Diese Biomarker wurden durch die untersuchten
Nachbehandlungsverfahren nicht weiter beeinflusst.

Zellzyklus: P53 als Zellzyklus-Biomarker zeigte eine signifikante Reduktion durch die Ozonung
im Vergleich zum NKB. Bei den Nachbehandlungen trat kein Unterschied zur Ozonung auf. Ver-
gleicht man die Induktion in den Nachbehandlungen allerdings mit derjenigen im biologisch ge-
reinigten Abwasser, haben der GAK-Filter 2 sowie das FB am besten abgeschnitten.
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Abb. 25: Ergebnisse der Biomarker fiir verschiedene zelluldre Reaktionen wie Metall-Stress, Immun-
regulation und pathogene Abwehr und Zellzyklus in Regenbogenforellen auf der ARA Neugut.
Mittelwert + Standardabweichung. n Kontrolle = 4, n Behandlung = 3. Jeweils gepoolte RNA Probe von 5
Fischen pro Testbecken. a: signifikanter Unterschied zur Kontrolle, b: signifikanter Unterschied zum Nach-
kldrbecken, c: signifikanter Unterschied zur Ozonung (Signifikanzanalyse wurde mittels ANOVA mit Dun-
nett's-Test durchgefiihrt, unabhédngig von der ANOVA wurde noch eine Einzelgruppenanalyse der Daten
mittels t-Test durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede welche sich nur mittels t-Test ergaben sind mit * mar-
kiert. Die jeweiligen Buchstaben zeigen welche Gruppen verglichen wurden). NKB: Nachkldrbecken, O3: Ozo-
nung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbe-
ladene GAK.

In der Hauptkomponenten(,Principal Component®)-Analyse (Abb. 26) wird das Verhalten aller ge-
testeten Biomarker der verschiedenen Reinigungsstufen integriert und durch die Lage und Dis-
tanz zueinander ausgedrlckt. Je ahnlicher die Genexpressionsmuster, desto naher aneinander
liegen die Proben in der Matrix. Das Nachklarbecken ist am weitesten von der Kontrolle entfernt,
auch die Ozonung liegt deutlich abseits, aber ndher an der Kontrolle. Bei den unterschiedlichen
Nachbehandlungen liegen der GAK-Filter mit neuer Aktivkohle (GAK2) und das Festbett am
nachsten zur Kontrolle. Fiir GAK2 deckt sich dies mit den Ergebnissen der anderen Biotests.
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Abb. 26: Hauptkomponenten-Analyse aller getesteten Biomarker in Lebergewebe der Regenbogenfo-
rellen auf der ARA Neugut.

n Kontrolle = 4, n Behandlung = 3. Umso néher die Daten liegen umso &hnlicher verhalten sich die Biomarker
in den Behandlungen. NKB: Nachklédrbecken, O3: Ozonung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2:
unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.
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Zusammenfassung

Histopathologie: Insgesamt war der Gewebezustand der Leber nach OZ, SF, FB, WB und GAK3
signifikant schlechter als bei der Kontrollgruppe (Regenbogenforellen, die gegenilber kiinstlich
zusammengesetztem Kontrollwasser ausgesetzt waren). Der Gewebezustand der Fische im NKB
unterschied sich signifikant vom dem im SF und im WB, jedoch nicht vom Gewebezustand in OZ,
FB, GAK2 und GAK3. Der GAK-Filter 2 mit neuer Aktivkohle bewirkte eine Verbesserung des
Gewebezustands der Leber. Zwischen der Ozonung und den anderen nachgeschalteten Reini-
gungsstufen konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Dadurch kénnen
keine Vergleiche Uber deren Effizienz zur Elimination von histopathologischen Effekten angestelit
werden.

Genexpression: Die Untersuchungen haben ergeben, dass die Mehrheit der untersuchten Bio-
marker signifikant erhoht (induziert) war, wenn die Forellen dem biologisch gereinigten Abwasser
(NKB) ausgesetzt wurden. Diese negativen Reaktionen — insbesondere die Biotransformation,
die hormonelle Wirkung, die Immunregulation sowie der Zellzyklus — wurden durch die Behand-
lung mit Ozon signifikant verringert. Die verschiedenen Nachbehandlungen erzielten zwar eine
weitere Veranderung der Biomarkermuster (u.a. auch eine teilweise Verbesserung), allerdings
unterschieden sich diese weniger deutlich voneinander als der Ablauf NKB und die Ozonung. Es
hat sich gezeigt, dass die Genexpressionsmuster der Regenbogenforellen, die dem durch GAK2
und Festbett behandelten Abwasser ausgesetzt wurden, dem Genexpressionsmuster der Kon-
trolltiere am &hnlichsten waren, und sich deutlich von der Ozonung unterschieden. Im Weiteren
konnte gezeigt werden, dass sich die Muster der Biomarker im NKB, gefolgt von der Ozonung,
deutlich von dem Biomarker-Muster in der unbelasteten Kontrolle unterschieden.

Ob und wie stark diese Ergebnisse durch die geringen Sauerstoffkonzentrationen gegen Test-
ende beeinflusst worden sind, kann anhand der vorhandenen Daten teilweise ermittelt werden.
Beispielsweise ergab eine statistische Auswertung keinen Einfluss von Sauerstoffmangel und
Temperatur auf die Gewebeveranderungen. Auch wurden diejenigen Gene aus der Genexpres-
sionsanalyse entfernt, die durch Sauerstoffmangel beeinflusst werden konnten. Dennoch kann
ein Einfluss auf die Testergebnisse nicht 100%ig ausgeschlossen werden.




4 Erfolgskontrolle der erweiterten Abwasserbehandlungs-
methoden

Im Folgenden werden die Biotests verglichen und die Veranderung der Toxizitat Uber die ver-
schiedenen Reinigungsstufen betrachtet. Der Vergleich der Biotests wurde analog zum Projekt
“Strategie Micropoll” durchgefiihrt [15]. Zunachst wird hierfir die Berechnung eines sogenannten
Change Index zum Vergleich der Biotests beschrieben.

4.1 Change Index

Um die Effizienz der verschiedenen Reinigungsstufen zu evaluieren, wurden die Ergebnisse der
Biotests mit Hilfe eines sogenannten Change Index (Cl) verglichen. Dieser Index wurde von Ratte
und Ratte [66] entwickelt, um verschiedene Biotests mit Rohabwasserproben oder aufkon-
zentrierten Proben besser vergleichen zu kénnen. Der Cl beschreibt die relative Veranderung in
der Toxizitat nach einzelnen Reinigungsstufen. So kénnen die Ergebnisse von Tests mit und ohne
Probenanreicherung und somit auch von in vitro- und in vivo-Biotests direkt miteinander vergli-
chen werden.

Der Cl wird analog zur Eliminationseffizienz folgendermassen berechnet:

_ ECx- oder NOEC oder LOEC-Werte nach Reinigungsstufe
ECx- oder NOEC oder LOEC-Werte vor Reinigungsstufe

(Gleichung 1) CI

BEQ nach Reinigungsstufe)_1

(Gleichung 2) CIBEQ - ( BEQ vor Reinigungsstufe

Gleichung 1 wird fir ECx- und NOEC- / LOEC-Werte verwendet. Hier gilt: Je hoher der jeweilige
ECx- oder NOEC-/ LOEC-Wert ist, desto starker nimmt die Toxizitat der Probe ab (und der Cl zu).
Je hoher der Cl, desto starker die Verringerung der Toxizitat durch die Reinigungsstufe.
Gleichung 2 wird fiir bioanalytische Aquivalenz-Konzentrationen (BEQ) verwendet. Die BEQ ist
die Konzentration einer Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt hat wie die Umweltprobe. Fir
BEQs gilt: Je héher die BEQ ist, desto wirksamer / toxischer ist die Substanz oder Umweltprobe.
Mit abnehmender Wirkung nimmt somit auch die BEQ ab. Je héher Clseq, desto starker die Re-
duktion der Toxizitat durch die Reinigungsstufe.

Zusammenfassend zeigen die Cls fur die Toxizitdtsparameter ECx und BEQ und fir signifikant
unterschiedliche Werte zur Kontrolle:

Change Index Cl > 1 abnehmende Toxizitat
Change Index Cl ~1 gleichbleibende Toxizitat (Bereich: 0.75 < Cl < 1.25)
Change Index Cl < 1 zunehmende Toxizitat

Eine Abweichung von gleich oder mehr als 25% vom Cl = 1, z.B. Cl = 1.25 oder CI < 0.75, wurde
jeweils als signifikante Verringerung oder Erhéhung der Toxizitat durch eine bestimmte Behand-
lungsstufe gewertet. Dieses relative hohe Toleranzniveau wurde gewahlt, um die Variabilitat der
Biotests bei der Beurteilung zu bertcksichtigen.
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Um die Ergebnisse der Biotests zu vergleichen, wurden die folgenden Cls berechnet:

Clnksivks Auswirkung biologische Behandlung
Clozinks Auswirkung Ozonung

Clsrinks Auswirkung Ozonung + Sandfilter
Clrenks Auswirkung Ozonung + Festbett
Clwenks Auswirkung Ozonung + Wirbelbett
Cleakainks Auswirkung Ozonung + GAK2
Clcakainks Auswirkung Ozonung + GAK3

Zusatzlich wurden die 5 Nachbehandlungen separat beurteilt:

Clsrioz Auswirkung Sandfilter
Clrsioz Auswirkung Festbett
Clwsioz Auswirkung Wirbelbett
Cleakaioz Auswirkung GAK2
Cleasioz Auswirkung GAK3

Fir die beiden in vivo-Biotests, die im Durchfluss auf der Klaranlage durchgefiihrt wurden (mit
Glanzwiurmern und Regenbogenforellen) konnten keine Toxizitdtsparameter berechnet werden,
da die Wasserproben nicht als Verdiinnungsreihen getestet wurden. Fur diese Tests wurden zum
einen die Daten (z.B. Anzahl geschlupfter Fische) statistisch mit einer Varianzanalyse (ANOVA)
gefolgt von einem Dunnett’'s-Test (Graph Pad Prism) verglichen. Zusatzlich wurde der Cl berech-
net, bei dem ein Toleranzniveau von 25% Uberschritten werden musste, um als Abweichung zu
gelten.

Nachfolgend werden die Indikatorwerte der verschiedenen Biotests mit Hilfe des CI verglichen.




4.2 Vergleich der Biotestergebnisse

Die folgenden Tabellen (Tab. 15, Tab. 16, Tab. 17 und Tab. 18) geben einen Uberblick {iber die Biotestergebnisse, dargestellt mit Hilfe des CI, um die
Veranderung der Effekte nach jedem Abwasserbehandlungsschritt aufzuzeigen. Detaillierte Ergebnisse fir jeden Toxizitatsparameter, die Change Indices
und die Eliminationseffizienzen kdnnen im Anhang gefunden werden (Tab. 21 bis Tab. 30).

4.2.1 In vitro- und in vivo-Biotests im Labor

Tab. 15 zeigt die Gesamtveranderungen Uber verschiedene Reinigungsstufen (inklusive kombinierter Reinigungsstufen) in in vitro und in vivo-Biotests im
Labor basierend auf Change Indices (Cl).

Tab. 15: Change Indices (Cl) fiir in vitro- und in vivo-Biotests der kombinierten Reinigungsstufen.

Ein roter Hintergrund bedeutet Cl < 0.75 = zunehmende Wirkung, ein grauer Hintergrund bedeutet Cl ~ 1 = gleichbleibende Effekte und ein griiner Hintergrund bedeutet Cl = 1.25=
abnehmende Effekte in 2 oder 3 Messkampagnen. Ausgestrichene Felder bedeuten, dass keine Proben aus dem Vorkldrbecken bzw. dem Nachkldrbecken gemessen wurden und
daher die Wirkung der biologischen Behandlung nicht untersucht werden konnte.

Biotest Effektparameter Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung
Biologische Ozonung Ozonung + | Ozonung + | Ozonung + | Ozonung + | Ozonung +
Behandlung SF Festbett Wirbelbett GAK2 GAK3
(Clnkaivks) (Cloz/nks) (Clsk/nks) (Cleg/nks) (Clwe/nks) (Cloakinks) | (Cleakainks)
Mutagenitét TA100-9

(Anzahl riickmutierter Bakterien-Kolonien) TA100+S9 \\\\\\\
Ames-Test (20fach aufkonzentierte Proben) TA89-S9 \\\\\\\

TA98+S9
Leuchtbakterien- L"um'ineszenzhemmung (Basistoxizitéts- 21 29 31 27 28 4.3 o
test Aquivalente, mg/L)
Griinalgen I:Ierr?mung der Photosynthese (Diuron- 29 48 38 59 44 15 27
Aquivalente, ng/L)
|./'Vac'hstumshemmung (Basistoxizitéts- 8.8 45 53 49 47 5.9 4.9
Aquivalente, mg/L)
Wasserflohe Nachkommenzahl (EC ) 0.9 0.9 0.8 0.9 1 1.2

Tab. 16 zeigt die Veranderungen der einzelnen Nachbehandlungen in in vitro und in vivo-Biotests im Labor basierend auf Change Indices (ClI).
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Tab. 16: Change Indices (Cl) fiir in vitro- und in vivo-Biotests der Nachbehandlungen.
Ein roter Hintergrund bedeutet Cl £ 0.75 = zunehmende Wirkung, ein grauer Hintergrund bedeutet Cl ~ 1 = gleichbleibende Effekte und ein griiner Hintergrund
bedeutet Cl = 1.25 = abnehmende Effekte in 2 oder 3 Messkampagnen. Var. und # bezeichnen variierende Ergebnisse zwischen verschiedenen Messkam-

pagnen (in grau). * bezeichnet Ergebnisse die nicht numerisch belegt werden kénnen, da sie unterhalb der Mutagenitétsgrenze liegen.

Biotest Effektparameter Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung
Sandfilter Festbett Wirbelbett GAK2 GAK3
(Clsr/0z) (Clrpoz) (Clwg/oz) (Cleakz/0z) (Cleakaioz)
Ames-Test Mutagenitét TA100-9 * * * * *
(Anzahl riickmutierter Bakterien-Kolonien, TA100+S9 * * * * *
20fach aufkonzentierte Proben) TA89-S9 — * * * *
TA98+S9 * * * * *
Leuchtbakterien- |Lumineszenzhemmung (Basistoxizitéats- 4 4 # a
test Aquivalente, mg/L) 1.1 0.9 1.0 1.5 Lz
Kombinierter I.-'Iem'mung der Photosynthese (Diuron- 08 11 0.9 3.2 1.6°
Algentest Aquivalente, ng/L)
I{Vacﬁstumshemmung (Basistoxizitéts- 1.9t 11 11 1.3 11
Aquivalente, mg/L)
Fortpflanzungstest|Nachkommenzahl (EC ,,)
mit Wasserflohen 1.0 1.0 1.0 1.1 1.0

@ Im Change Index wird eine Verbesserung errechnet, bei der statistischen Auswertung mit ANOVA konnte aber aufgrund der hohen Variabilitdt der Daten
keine Signifikanz ermittelt werden.




Die biologische Behandlung bewirkte in allen 3 Messkampagnen eine Abnahme der Toxizitat des
Abwassers in den Tests mit Leuchtbakterien und mit Algen. Die darauffolgende Behandlung mit
Ozon reduzierte die Toxizitat weiter. Die Nachbehandlungen verringerten die Auswirkung des
Abwassers zusatzlich. Im Fortpflanzungstest mit Wasserflohen veranderte sich die Nachkom-
menzahl im Mittel in keiner der verschiedenen Reinigungsstufen, was sich in einem Cl um 1 wie-
derspiegelt.

In den 1fach konzentrierten Abwasserproben konnte keine Mutagenitat nachgewiesen werden.
Nach 20facher Anreicherung wurde vereinzelt in der ersten Messkampagne nach Ozonung Mu-
tagenitat (Bakterienstamm TA100-S9) und mdgliche Mutagenitat (Bakterienstamm TA98-S9) ge-
funden. Im nachgeschalteten Sandfilter gab es Hinweise auf eine verbleibende mogliche Muta-
genitat bei den Bakterienstammen TA100-S9 bzw. TA98-S9. In allen weiteren Nachbehandlun-
gen der ersten Messkampagne wurde keine Mutagenitdt mehr detektiert, daher muss eine Elimi-
nation des mutagenen Potentials in diesen Nachbehandlungen stattgefunden haben. In den wei-
teren Messkampagnen trat keine Mutagenitat nach der Ozonung und den anderen Nachbehand-
lungen auf. Da in 2 oder 3 der Messkampagnen kein Effekt nachgewiesen wurde, wird in Tab. 16
kein Cl angeben.

Nach dem Sandfilter trat einzig in der dritten Messkampagne Mutagenitat (Bakterienstamm TA98-
S9) und mégliche Mutagenitat (Bakterienstamm TA98+S9) auf. Da weder in der Ozonung, noch
in den anderen Nachbehandlungen Mutagenitat nachgewiesen werden konnte, ist dieser Effekt
auf den Sandfilter beschrankt. Dieser Befund ist ungewoéhnlich und kann mit den vorliegenden
Daten nicht erklart werden. Im Gegensatz dazu war in der ersten Messkampagne eine geringfi-
gige Verringerung des mutagenen Potenzials durch den Sandfilter aufgetreten. Dadurch sind in
Tab. 16 fur TA 98-S9 variable Ergebnisse im Cl dargestellit.

Insgesamt zeigten sich geringfligige Unterschiede in den Nachbehandlungen:

Der Sandfilter erbrachte keine zusatzliche Verringerung der 6kotoxikologischen Effekte. Bei der
Hemmung der Photosynthese im kombinierten Algentest und beim Fortpflanzungstest mit Was-
serfléhen blieben die Effekte auf dem gleichen Niveau. Im Leuchtbakterientest, beim Endpunkt
Wachstum im kombinierten Algentest und beim Ames-Mutagenitatstest (TA98-S9) variierten die
Ergebnisse je nach Messkampagne.

Das Festbett zeigte in den Tests mit Algen und Wasserfléhen keine effektbasierte Veranderung
an. Der Leuchtbakterientest ergab variable Ergebnisse innerhalb der 3 Messkampagnen.

Die Abwasserbehandlung im Wirbelbett zeigte bei 2 Biotests (Photosystem [I-hemmende Wir-
kung im kombinierten Algentest und Fortpflanzung bei den Wasserflohen) keine Veranderung in
den Auswirkungen des Abwassers. Die Ergebnisse variierten im Leuchtbakterientest und beim
Endpunkt Wachstum im kombinierten Algentest abhangig von der Messkampagne.

Der unbeladene Aktivkohlefilter (GAK2) zeigte mit dem CI eine Verbesserung in der Auswir-
kung des Abwassers in 2 Biotests an (Leuchtbakterientest und Photosynthese-Hemmung im
kombinierten Algentest). Beim Fortpflanzungstest mit Wasserflohen zeigten sich keine Verande-
rungen. Beim Endpunkt Wachstum im kombinierten Algentest ergaben sich variable Ergebnisse
abhéangig von der Messkampagne. Der GAK-Filter 2 hat bei mehreren Biotests die verschiedene
Erndhrungsebenen abdecken eine Verbesserung gebracht. Daher wird dieser Filter als effizien-
teste Nachbehandlung eingestuft.

Der beladene Aktivkohlefilter (GAK3) zeigte mit dem Cl eine Verbesserung der Photosynthese-
Hemmung im kombinierten Algentest an. Zwei Biotests zeigten keine Veranderung (Leuchtbak-
terientest und Fortpflanzungstest mit Wasserflohen) und einer variable Ergebnisse (Endpunkt
Wachstum im kombinierten Algentest) zwischen einzelnen Messkampagnen an. Damit gehorte
der beladene Aktivkohlefilter zu den effizienteren Nachbehandlungen.

Grundsatzlich muss bei der Interpretation der Daten berlicksichtigt werden, dass die Nachbe-
handlungen mit granulierter Aktivkohle zusatzlich zum biologischen Abbau von Stoffen auch
Stoffe durch Absorption an die Kohle entfernen. Dies erklart die weitere Verringerung von Algen-
und Leuchtbakterientoxizitat in diesen Behandlungen. Unterschiede in der Entfernung von labilen
Reaktionsprodukten aus der Ozonung (die Hauptaufgabe der Nachbehandlungen) traten zwi-
schen den Verfahren mit rein biologischem Abbau (SF, FB, WB) und biologischem Abbau in Kom-
bination mit Adsorption (GAK2, GAKS3) nicht auf.
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Tab. 17 zeigt die Gesamtveranderungen lber verschiedene Reinigungsstufen (inklusive kombinierter Reinigungsstufen) in in vivo-Biotests basierend auf

Change Indices (Cls).

In vivo-Biotests im Durchfluss auf der ARA Neugut

Tab. 17: Change Indices (Cl) der kombinierten Reinigungsstufen fiir in vivo-Biotests im Durchfluss auf der ARA Neugut.
Ein roter Hintergrund bedeutet Cl < 0.75 = zunehmende Wirkung, ein grauer Hintergrund bedeutet Cl ~ 1 = gleichbleibende Effekte und ein griiner
Hintergrund bedeutet Cl = 1.25 = abnehmende Effekte. Ausgestrichene Felder bedeuten, dass keine Proben aus dem Vorkldrbecken gemessen wurden
und daher die Wirkung der biologischen Behandlung nicht untersucht werden konnte.

Auswirkung [ Auswirkung|Auswirkung [ Auswirkung | Auswirkung [ Auswirkung | Auswirkung
Biologische | Ozonung | Ozonung + | Ozonung + | Ozonung + | Ozonung + | Ozonung +
Behandlung SF Festbett | Wirbelbett GAK2 GAK3
Testorganismus |Effektparameter | (Clkgvis) | (Clozinks) (Clsr/nks) (Clreinke) | (Chweinke) | (Cleakainks) | (Cloaks/nks)
Glanzwurm Anzahl Wiirmer 1.2 1.2 1.3 1.2 1.1 1.0
Biomasse Wiirmer 1.1 1.0 1.2 1.1 1.2 0.9
Regenbogen- | Gesamtiberlebens- 0.9 1.1 0.9 0.9 1.0 1.0
forelle rate 64 d
Uberieben der 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Embryonen
Schlupf 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Uberleben nach
Schiupf64 d 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Aufschwimmen 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Frischgewicht der
Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.1 1.1 1.0
Testende
Standard-Lénge
der Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Testende
Gesamt-L&nge der
Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Testende




Tab. 18 zeigt die Veranderungen der einzelnen Nachbehandlungen in in vivo-Biotests basierend
auf Change Indices (ClIs).

Tab. 18: Change Indices (Cl) der Nachbehandlungen fiir in vivo-Biotests im Durchfluss auf der ARA Neu-

gut.

Ein roter Hintergrund bedeutet Cl < 0.75 = zunehmende Wirkung, ein grauer Hintergrund bedeutet Cl ~ 1 = gleich-
bleibende Effekte und ein griiner Hintergrund bedeutet Cl = 1.25 = abnehmende Effekte

Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung | Auswirkung [ Auswirkung
Sandfilter Festbett | Wirbelbett GAK2 GAK3

Testorganismus |Effektparameter (Clsfi0z) (Clrpoz) (Clweioz) | (Cleakzioz) | (Cleaksioz)
Glanzwurm Anzahl Wiirmer 1.0 1.1 1.0 0.9 0.8

Biomasse Wiirmer 0.9 1.1 1.0 1.0 1.1
Regenbogen- Gesamtiiberlebens 12 10 1.0 11 11
forelle rate 64 d ' ' ' ' '

Uberieben der 1.2 1.1 1.1 1.1 1.2

Embryonen

Schlupf 1.1 1.0 1.0 1.1 1.1

Uberleben nach

Schlupf 64 d 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0

Aufschwimmen 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0

Frischgewicht der

Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Testende

Standard-Lénge

der Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Testende

Gesamt-Lange der

Larven bei 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Testende

Beim Glanzwurm-Test konnten kaum Veranderungen in der Anzahl und der Biomasse bei den verschie-
denen Nachbehandlungsverfahren festgestellt werden. Einzig bei der Ozonung in Kombination mit dem
Festbett wurde eine Erhéhung der Anzahl der Glanzwirmer gemessen. Im Fish Early Life Stage Toxi-
city-Test mit Regenbogenforellen konnten nach 64 Tagen bei allen 8 untersuchten Endpunkten keine
Effekte festgestellt werden. Aus diesem Grund kann anhand dieser beiden in vivo-Biotests (im Durchfluss)
keine Aussage Uber die Effizienz der Nachbehandlungsverfahren gemacht werden.
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5 Schlussfolgerungen

Im Projekt ReTREAT konnte gezeigt werden, dass in der ARA Neugut durch die Ozonung keine
oder kaum problematische Reaktionsprodukte gebildet wurden (,Auffalligkeiten®), und die Toxizi-
tat des Abwassers direkt nach der Ozonung sehr gering war.

In Bezug auf Auffalligkeiten nach der Ozonung konnte mit dem Ames-Test bei 1-facher Proben-
konzentration in keiner der Abwasserproben Mutagenitat nachgewiesen werden. Nach 20-facher
Anreicherung wurde in der ersten der drei durchgeflihrten Messkampagnen (2.-3.2.2015) direkt
nach der Ozonung Mutagenitat nachgewiesen. Dieser Effekt konnte durch die Nachbehandlungs-
verfahren entweder reduziert (Sandfilter) oder eliminiert werden (GAK2, GAKS3, Festbett, Wirbel-
bett). Die Nachbehandlungsverfahren waren somit effizient in der Elimination von nach der Ozo-
nung auftretenden Auffalligkeiten. Da lediglich bei einer Messkampagne ein mutagenes Potential
unmittelbar nach der Ozonung auftrat, ist ein abschliessender Vergleich der verschiedenen Nach-
behandlungsverfahren nicht méglich. In den beiden anderen Messkampagnen konnte mit einer
Ausnahme keine Mutagenitat detektiert werden: Diese trat bei einer Probe nach Behandlung im
Sandfilter (20-fach aufkonzentriert, dritte Messkampagne) auf. Dieses einmalige, aber klare Sig-
nal fur Mutagenitat im Sandfilter ist unerwartet und kann mit den verfugbaren analytischen Daten
nicht erklart werden.

Mit den folgenden Biotests konnte die Leistungsfahigkeit der Ozonung bei der Entfernung von
Mikroverunreinigungen gut beurteilt werden: Leuchtbakterientest, kombinierter Algentest und Ge-
nexpressionsuntersuchungen mit Regenbogenforellen des Fish Early Life Stage Toxicity-Tests.
Durch die Behandlung des biologisch gereinigten Abwassers mit Ozon konnten die gemessenen
Okotoxikologischen Effekte signifikant verringert werden. Lediglich die histopathologischen Un-
tersuchungen zeigten eine Verschlechterung des Gewebezustands der Leber nach der Ozonung
im Vergleich zur unbelasteten Kontrolle (jedoch auch nach SF, WB, FB und GAK3) und nicht im
Vergleich zum NKB. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gegen Testende geringeren
Sauerstoffkonzentrationen die Testergebnisse des Fischtests beeinflusst haben.

Insgesamt ist auf Grund der geringen Toxizitat des Abwassers nach der Ozonung ein direkter
Vergleich der untersuchten Nachbehandlungsverfahren mit den angewandten Methoden nicht
abschliessend mdglich. Es konnten, wenn Uberhaupt, nur geringfugige Unterschiede in der Effi-
zienz der verschiedenen Nachbehandlungen detektiert werden. Zwischen den Nachbehandlun-
gen mit rein biologischer Aktivitat (Sandfilter (SF), Wirbelbett (WB) und Festbett (FB)) wurden
keine Unterschiede detektiert. Bei den Filtern mit biologischer Aktivitdt und zusatzlicher Elimina-
tion der Spurenstoffe lUiber Adsorption an Aktivkohle zeigten der Leuchtbakterientest und der kom-
binierte Algentest eine geringfligige Verbesserung nach den Behandlungen mit granulierter Ak-
tivkohle (GAK2 und GAK3) an. Dabei verringerte der GAK-Filter mit neuer Aktivkohle (GAK2)
(GAK2) die Toxizitat in beiden Biotests, die beladene granulierte Aktivkohle (GAK3) aber nur im
kombinierten Algentest. Auch die histopathologische Untersuchung zeigte eine Elimination von
Toxizitat durch GAK2. Die Genexpression der Fische nach GAK2 und dem Festbett war den Fi-
schen in der Kontrolle am ahnlichsten.

Die Ergebnisse aller Biotests zusammenfassend erbrachten die Nachbehandlungen Sandfilter,
Wirbelbett und Festbett keine zusatzliche Verbesserung der Wasserqualitat des bereits nach der
Ozonung wenig toxischen Abwassers. Die Nachbehandlung durch den GAK-Filter mit neuer Ak-
tivkohle (GAK2) bewirkte aufgrund der zusatzlichen Entfernung von Mikroverunreinigungen die
grosste Verbesserung. Auch der beladene Aktivkohlefilter (GAK 3) verbesserte geringfligig die
Effekte.
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7 Glossar

ARA
Cl

Os
BEQ
DEQ
DOC
DMSO
ECx

FB
GAK2
GAK3
ISO
LC
LOEC
MK
NOEC
NKB
OECD
PAK
PE
PS1I
RLU
S9

SF
TEQ
TA98
TA100

VKB
WB

Abwasserreinigungsanlage

Change Index

Ozon

Bioanalytische Aquivalenzkonzentration
Diuron-Aquivalenz-Konzentration

Dissolved Organic Carbon, gel6ster organischer Kohlenstoff
Dimethylsulfoxid

Wirksame Konzentration (Effective Concentration) (oder % der Abwasser-
probe) bei welcher x% der Testorganismen einen definierten Effekt zeigen
bzw. ein x%-iger Effekt erreicht wird, wobei der Maximaleffekt der Kontrolle
bzw. des Standards 100% entspricht.

Festbett

unbeladener granulierter Aktivkohlefilter

beladener granulierter Aktivkohlefilter

International Organisation for Standardisation

Letale Konzentration

Lowest observed effect concentration

Messkampagne

No observed effect concentration

Nachklarbecken

Organisation for Economic Co-operation and Development
Pulveraktivkohle

Polyethylen

Photosystem Il

relative light units

Zusatz aus Rattenleberenzymen

Sandfilter

Toxizitats-Aquivalenz-Konzentration

Salmonella typhimurium Stamm mit Austausch von DNA Paaren

Salmonella typhimurium Stamm mit Verschiebung (Frameshift) des Lesemus-
ters

Vorklarbecken
Wirbelbett

59



4

60

8 Verzeichnisse

8.1 Abbildungsverzeichnis
Abb. 1: Uberblick tiber die Pilotanlage auf der ARA Neugut und die verschiedenen

Probenanmestellen. ..... ..o 3
Abb. 2: Beispiel einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit den Toxizitatsparametern NOEC, LOEC

(8T To I O PP OURPPPR 5
Abb. 3: Schema des DUrchfluSSSYSIEMS. .......ouuiiiiiiiii e 12
Abb. 4: Fortpflanzungstest mit Glanzwlrmern. ...........ooo i 12

Abb. 5: Ames-Test mit Bakterienstamm TA98: Zahl von Vertiefungen mit Riickmutanten bei
verschiedenen Konzentrationen der Proben (A) ,Ozonung 1. Messkampagne® ohne S9-Mix, (B)
~sandfilter 1. Messkampagne® ohne S9-Mix, (C) ,Sandfilter 3. Messkampagne® ohne S9-Mix
und (D) ,Sandfilter 3. Messkampagne® mit SO-MiX .........ccccriiiiiiiiiiiie e 17
Abb. 6: Ames-Test mit Bakterienstamm TA100: Zahl von Vertiefungen mit Riickmutanten bei
verschiedenen Konzentrationen der Proben (A) ,Ozonung 1. Messkampagne® ohne S9-Mix und

(B) ,Sandfilter 1. Messkampagne® 0hne SO-MiX .........cccoiiiiiiiiiiiieie e 18
Abb. 7: Leuchtbakterientest: Hemmung der Biolumineszenz (in mg Basis-Toxizitats-
Aquivalenten (mg Basis-TEQ/L) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen. ............... 19

Abb. 8: Leuchtbakterientest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und
Eliminationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf allgemein toxische

Stoffe (Basis-Toxizitats-Aquivalente, BasisS-TEQ).........c.c.ceueeverrueueeeeeieeceeeeeieeeeeeesee e 20
Abb. 9: Kombinierter Algentest: Photosystem Il-hemmende Wirkung (in ng Diuron-Aquivalenten
(DEQ)/L) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen..........cccccoociiiiiiiiie e 22

Abb. 10: Kombinierter Algentest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und
Eliminationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf

photosynthesehemmende Stoffe (Diuron-Aquivalente, DEQ). ..........ccoveoveeeeeeeeieeeeeeeeeeene 23
Abb. 11: Kombinierter Algentest: Wachstumshemmung (in mg Basis-Toxizitats-Aquivalenten
(Basis-TEQ)/L)) im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen............ccccoccoviiiiiiieeenn 24

Abb. 12: Kombinierter Algentest: Eliminationseffizienz der Gesamtreinigungsstufe (A) — und
Eliminationseffizienz der Nachbehandlungen nach Ozonung (B) bezogen auf
wachstumshemmende Stoffe (Basis-Toxizitats-Aquivalente, Basis-TEQ). .........c.ccccveeevevennne.e. 25
Abb. 13: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Populationswachstum nach 7 Tagen
Exposition gegentiber Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen (dargestellt in % relativ

b0 gl 10T 1111 TSRS 27
Abb. 14: Fortpflanzungstest mit Glanzwirmern: Anzahl (in schwarz) und Biomasse (in grau) der
Wiirmer in der Kontrolle und im Abwasser der verschiedenen Reinigungsstufen...................... 29

Abb. 15:; Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Gemessene
Temperaturen in den Testgefassen Uber die Testdauer dargestellt (A) je Tag und (B) je
LIS (o 1= = TSRS 31
Abb. 16: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Wahrend des Tests (Tag
0-96) in den Testgefassen gemessene physikalisch-chemische Parameter (A)

Ammoniumkonzentration und (B) Nitritkonzentration. ..........ccccooiiii 32
Abb. 17: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Wahrend des Tests
gemessene Sauerstoffsattigung (A) Tag 0 - 64 und (B) Tag 65 - 96. .......eeeereiiiiiiiiiiieeeieeeees 33
Abb. 18: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Schlupf der Fische tber
den relevanten Zeitraum (28-40 Tage) nach Expositionsbeginn. ..........cccccoiiiiiiniii i 35
Abb. 19: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Uberleben der Fische
Nach SChIUPf @m Tag B4. .......ooiii i e e e e e e e e e s et ra e e e e e e e e e ennreeeeas 36
Abb. 20: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Uberleben der Fische
Nach Schlupf @m Tag 96. ........ooiiiiiii e e e e e s e e e e e e e e snnraeees 37
Abb. 21: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: (A) Gewicht, (B)
Standardlange und (C) Gesamtlange der Fische nach Testende..........cccccooeciiiiicei e, 38
Abb. 22: Semi-quantitative Auswertung der histopathologischen Leberveranderungen bei
RegenbOgENTOrEIEN. .....cooiiiii e 40




Abb. 23: Ergebnisse der Biomarker fur oxidativen Stress in Lebergewebe von

Regenbogenforellen auf der ARA NEUQGUL. ........oc.uiiiiiiiii e 42
Abb. 24: Ergebnisse der Biomarker fur generelle Stressantwort, Biotransformation und
hormonelle Wirkung in Lebergewebe von Regenbogenforellen auf der ARA Neugut................ 43

Abb. 25: Ergebnisse der Biomarker fir verschiedene zellulare Reaktionen wie Metall-Stress,
Immunregulation und pathogene Abwehr und Zellzyklus in Regenbogenforellen auf der ARA

I =8 o U PRSPPI 45
Abb. 26: Hauptkomponenten-Analyse aller getesteten Biomarker in Lebergewebe der
Regenbogenforellen auf der ARA NEUQGUL. ........ccuiiiiiiiiiee e 45
Abb. 27: Beispiel einer Induktionskurve des Gentox (p53)-CALUX®-Rezeptorbindungstests mit
den jeweiligen positiven Referenzsubstanzen sowie die Proben aus Messkampagne 1........... 65

61



62

8.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Uberblick Uber im Projekt ReTREAT durchgefiihrte Biotests ............ccccceveeeveeeveueeeene. 6
Tab. 2: Definition der Mutagenitat im AmMes-Test.........ccoociiiiiiiiii e 8
Tab. 3: Sollbereich der physikalisch-chemischen Parameter fiir rekonstituiertes Wasser. ........ 11
Tab. 4: Glanzwurm-Fortpflanzungstest: Expositionsbedingungen............cccccviieiiiiiee e, 13

Tab. 5: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Expositionsbedingungen. 14
Tab. 6: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir den Gentox (p53)-CALUX®-

RezeptorbiNdUNGSLEST. ... ..o e 16
Tab. 7: Ubersicht des Auftretens von Mutagenitat bei den verschiedenen Reinigungsstufen
nach 20facher Anreicherung im Ames-TeSt. .......c.uuiiiiii e 18
Tab. 8: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir den Leuchtbakterientest. ................c.c.cool 19
Tab. 9: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Photosystem II-Hemmung im kombinierten
Lo =1 0] (T USSP 21
Tab. 10: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Reproduktionshemmende Effekte der
verschiedenen Abwasser relativ zur Kontrolle. ... 28
Tab. 11: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Validitatskriterien der
OECD 210 [24] WANIrend 64 TageN. ... ...ueiiiiieeee e e et e e e e e e e e e e e e e e ennneeeeeaaeeeeannnes 30

Tab. 12:Farbliche Darstellung der gemessenen Sauerstoffsattigung (%) in den Testgefassen
wahrend der Exposition der Fische. Grine Felder zeigen Werte = 80%, gelbe Felder < 80% und

2 60% UNA rote Felder < B0%0. ..eeiiieeieiiieiiiiiee e ettt e e e et e e e e e e e et e e e e e e s e esnnneeeeeeaeeeaannnes 34
Tab. 13: Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen: Zusammenfassung der
untersuchten biologischen ENdpunkte. ... 34

Tab. 14: Liste der ausgewahlten Biomarker-Gene, und die dazugehorige zellulare Funktion. .. 41
Tab. 15: Change Indices (Cl) fir in vitro- und in vivo-Biotests der kombinierten

ReINIGUNGSSIUTEN. ... e e e e e e e e e e e e et a e e e e e e e s e enareeeaaaeeean 49
Tab. 16: Change Indices (ClI) fir in vitro- und in vivo-Biotests der Nachbehandlungen.............. 50
Tab. 17: Change Indices (Cl) der kombinierten Reinigungsstufen fiir in vivo-Biotests im
Durchfluss auf der ARA NEUQGUL. .........oiiiiiiiiii et e e e e s e e e e snneeean 52
Tab. 18: Change Indices (Cl) der Nachbehandlungen fir in vivo-Biotests im Durchfluss auf der
L YN =TT 11 | PP PRPTPRPN 53
Tab. 19: Anreicherungsfaktoren der Abwasserproben fir die in vitro-Biotests im Labor............ 64

Tab. 20: Festphasenextraktion fiir Biotests (nach Escher et al., 2008b): Uberblick iiber die
Arbeitsschritte der fur die biologische Analytik von allgemein toxischen, mutagenen und
Photosystem Il-hemmenden Substanzen verwendeten Probenaufbereitungsmethode............. 64
Tab. 21: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA100 ohne S9-Mix: xfache
Induktion Uber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (ClI) fir die jeweiligen
ReEINIGUNGSSIUTEN. ... e e e e e e e e e e e e e e e sennrneeaaaeaean 66
Tab. 22: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA100 mit S9-Mix: xfache
Induktion Uber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl) fir die jeweiligen

=T T o [U T T=TS 01 =Y o PSPPSR 66
Tab. 23: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA98 ohne S9-Mix: xfache
Induktion Gber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl) fur die jeweiligen
REINIGUNGSSTUTEN. ...ttt e s e e anne e s 67
Tab. 24: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA98 mit S9-Mix: xfache Induktion
Uber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index fiir die jeweiligen Reinigungsstufen.
..................................................................................................................................................... 67
Tab. 25: Leuchtbakterientest, allgemeine Toxizitat: Basis-Toxizitats-Aquivalenz-Konzentration,
Basis-TEQ (mg/L), Eliminationseffizienz (%) und Change Index (ClI) fur die jeweiligen
ReINIGUNGSSIUTEN. ... e e e e e e e e e e et e e e e e e e s s ensreeeaaaeaean 68
Tab. 26: Raphidocelis subcapitata, Photosynthesehemmung nach 2h: Diuron-Aquivalenz-
Konzentrationen, DEQ (ng/L, SD unterhalb), Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl)
fur die jeweiligen ReiNiQUNGSSTUTEN. .......ocuiiii i e e 69
Tab. 27: Raphidocelis subcapitata, Wachstumshemmung nach 24h: Basis-Toxizitats-
Aquivalenz-Konzentrationen, Basis-TEQ (mg/L, SD unterhalb), Eliminationseffizienz (%) und
Change Index (CI) fur die jeweiligen Reinigungsstufen. ... 70




Tab. 28: Ceriodaphnia dubia, Reproduktion nach 7 d: Effektive Konzentration von Abwasser bei
der 20% der Organismen beeintrachtigt sind (EC2o, %) flr die Nachkommenzahl und Change
Index (ClI) fur die jeweiligen ReinigungsSStufen. ..........c..oiiiiiiiiii e 71
Tab. 29: Lumbriculus variegatus, Reproduktion nach 28 d: Mittelwert mit Standardabweichung
(SD) und Change Index (Cl) fur die jeweiligen Reinigungsstufen bezogen auf die Anzahl (A) und

die Biomasse (B) der WUIMMIET ........cooo ettt e e e e e e e e e e s e e e eeeaaeeeennnes 72
Tab. 30: Oncorhynchus mykiss, Uberleben und Entwicklungsparameter: Mittelwert (+ SD
unterhalb) und Change Index (CI) fir die jeweiligen Reinigungsstufen...........c..ccocceevviieeennee. 73
Tab. 31: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Zusammenfassung der untersuchten
biologisChen ENAPUNKLE. ........coiiiiiie e e e 74

63

4



Anhang 1 Hintergrundinformation zur Probenaufbereitung

Probenaufbereitung fiir Biotests mit aufkonzentrierten Proben

Tab. 19: Anreicherungsfaktoren der Abwasserproben fiir die in vitro-Biotests im Labor.
1.23: 1., 2. und 3. Messkampagne. VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachkldrbecken, O3: Ozonung, SF: Sandfilter,
FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK.

VKB NKB 0z FB WB GAK2 GAK3
Ames-Test - 0.625-20 0.625-20 0.625-20 0.625-20 0.625-20 0.625-20
Leuchtbakteri- 25 125 167 167 167 167 167
entest
Kombinierter 1 A4n2 1 2
Algentest mit 27":'30’ 100’1317’ 133123 133123 133123 133123 133123

>, 53 133

Griinalgen

Tab. 20: Festphasenextraktion fiir Biotests (nach Escher et al., 2008b): Uberblick iiber die Arbeits-
schritte der fiir die biologische Analytik von allgemein toxischen, mutagenen und Photosystem II-
hemmenden Substanzen verwendeten Probenaufbereitungsmethode.

Allgemeine Informationen

Probentyp

Wasserproben

Probenvolumina

Leerprobe/Blank

500 mL Abwasserablauf

500 mL Reinstwasser

Probenvorbereitung

Filtration

Ja, z.B. mit Glasfaserfiltern Typ APFD 09050 (1 um) (Millipore)

Ansauerung

ja, mit HCl auf pH 3

Addierung von Isotopen-
markierter interner Misch-
standardlésung (IS)

Nein, zur Kontrolle der Wiederfindung in der SPE Standardadditi-
onen mdglich

Probenaufbereitung

Anreicherung

Festphasenextraktion (SPE)

SPE Kartuschen

LiChrolut EN RP-18 (100 mg LiChrolut EN unten, 200 mg LiChro-
lut RP 18 oben) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Konditionierung

2 mL Hexan

2 mL Aceton

6 mL Methanol

6 mL Reinstwasser (pH 3.0)

Waschen Nein, nur Aufflillen der Kartusche mit Reinstwasser (pH 3.0)
Elution 4 mL Aceton

1 mL Methanol
Einengen mit N2 auf ca. 500 pl einengen, dann auf 1000 ul mit Ethanol auf-

fullen

Anreicherungsfaktor

500-fach Abwasserablauf

Lagerung

Dunkel, bei -20°C




Anhang 2 Beispiel fur Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
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Abb. 27: Beispiel einer Induktionskurve des Gentox (p53)-CALUX®-Rezeptorbindungstests mit den jeweiligen positiven Referenz-

substanzen sowie die Proben aus Messkampagne 1.

IF: Induktionsfaktor (gemessene Relative Licht Einheit [RLU] / durchschnittliche RLU der Lésungsmittelkontrolle (DMSO). Proben wurden als
positiv eingestuft wenn eine Uber 1.5x Induktion gegeniiber der Negativkontrolle auftrat. Gestrichelte Linie stellt das cut off-Kriterium dar. VKB:
Vorkldrbecken, NKB: Nachkldrbecken, Ozone: Ozonung, SF: Sandfilter, WB: Wirbelbett, FB: Festbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktiv-

kohle, GAK3: vorbeladene GAK.
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Anhang 3 Tabellen mit Ergebnissen der in vitro- und in vivo-Biotests

Tab. 21: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA100 ohne S9-Mix: xfache Induktion iiber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl) fiir die jewei-
ligen Reinigungsstufen.
VKB: Vorklédrbecken, NKB: Nachklédrbecken, biologische Reinigung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK. >2fache
Induktion (iber Basislinie = Mutagen (in rot), Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

(*) Bei einem xfachen Induktionswert <2, ist keine numerische Angabe des CI und der Elimination méglich. Deshalb werden Verédnderungen folgendermassen angegeben: | *: (relative Abnahme
des Effekts / Verbesserung) und 1* (relative Zunahme des Effekts / Verschlechterung).

Datum Ozon Ozon + SF Eimination Auswirkung |Ozon + FB Himination Auswirkung| Ozon +WB Himination Auswirkung |Ozon + GAK2 Himination Ausw irkung|Ozon + GAK3 Himination Ausw irkung
(xfache (xfache SF SF (xfache  Ozon + FB FB (xfache WB WB (xfache GAK2 GAK2 (xfache GAK3 GAK3
Induktion) | Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl)
02.-03.02.15 4.04 2.23 45% 1.81 0.94 * 1* 1.46 * 1* 0.94 * * 0.52 * 1*
09.-10.03.15 1.18 1.24 * * 0.98 * * 0.98 * * 1.11 * * 0.92 * *
14.-15.04.15 1.49 1.49 * * 0.85 * * 1.49 * * 1.59 * * 1.27 * *

Tab. 22: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA100 mit S9-Mix: xfache Induktion (iber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (ClI) fiir die jeweili-
gen Reinigungsstufen.
VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachklarbecken, biologische Reinigung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK. >2fache
Induktion (ber Basislinie = Mutagen (in rot), Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

(*) Bei einem xfachen Induktionswert <2, ist keine numerische Angabe des Cl und der Elimination méglich. Deshalb werden Verdnderungen folgendermassen angegeben: | *: (relative Abnahme
des Effekts / Verbesserung) und 1* (relative Zunahme des Effekts / Verschlechterung).

Datum Ozon Ozon + SF Himination Auswirkung | Ozon + FB Himination Ausw irkung|Ozon + WB Himination Auswirkung | Ozon + GAK2 Himination Ausw irkung| Ozon + GAK3 Himination Ausw irkung
(xfache (xfache SF SF (xfache Ozon + FB FB (xfache WB WB (xfache GAK2 GAK2 (xfache GAK3 GAK3
Induktion) | Induktion) (Cly Induktion) (Cly Induktion) (Cl Induktion) (Cly Induktion) (Cly
02.-03.02.15 0.60 0.60 * * 0.77 * * 0.51 * * 0.85 * * 0.68 * *
09.-10.03.15 0.69 0.69 * * 0.08 * * 1.08 * * 0.54 * * 0.39 * *
14.-15.04.15 0.56 0.35 * * 0.49 * * 0.14 * * 0.49 * * 0.42 * *




Tab. 23: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA98 ohne S9-Mix: xfache Induktion iiber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl) fiir die jeweili-
gen Reinigungsstufen.
VKB: Vorklédrbecken, NKB: Nachkldrbecken, biologische Reinigung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK. >2fache
Induktion (iber Basislinie = Mutagen (in rot), Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

(*) Bei einem xfachen Induktionswert <2, ist keine numerische Angabe des Cl und der Elimination méglich. Deshalb werden Verdnderungen folgendermassen angegeben: | *: (relative Abnahme
des Effekts / Verbesserung) und 1* (relative Zunahme des Effekts / Verschlechterung).

Datum Ozon Ozon + SF Himination Auswirkung |Ozon + FB Himination Auswirkung] Ozon +WB EHiminaton Auswirkung [Ozon + GAK2 Himination Ausw irkung|Ozon + GAK3 EHimination Ausw irkung
(xfache (xfache SF SF (xfache  Ozon + FB FB (xfache WB WB (xfache GAK2 GAK2 (xfache GAK3 GAK3
Induktion) | Induktion) (Cl) Induktion) (Cly Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cly
02.-03.02.15 2.02 1.82 * * 1.01 * 1* 1.01 * 1* 1.01 * * 0.00 * 1*
09.-10.03.15 0.48 1.14 * * 0.90 * * 0.83 * * 0.45 * * 0.97 * *
14.-15.04.15 1.61 3.82 * T 0.60 * * 0.40 * * 0.60 * * 0.40 * *

Tab. 24: Ames-Test, mutagene Wirkung mit Bakterienstamm TA98 mit S9-Mix: xfache Induktion iiber Basislinie, Eliminationseffizienz (%) und Change Index fiir die jeweiligen
Reinigungsstufen.
VKB: Vorklédrbecken, NKB: Nachkldrbecken, biologische Reinigung, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,, GAK3: vorbeladene GAK. >2fache
Induktion (iber Basislinie = Mutagen (in rot), Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< CI < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

(*) Bei einem xfachen Induktionswert <2, ist keine numerische Angabe des Cl und der Elimination méglich. Deshalb werden Verdnderungen folgendermassen angegeben: | *: (relative Abnahme
des Effekts / Verbesserung) und 1* (relative Zunahme des Effekts / Verschlechterung).

Datum Ozon |Ozon +SF Himination Auswirkung |Ozon +FB Himination Auswirkung| Ozon + WB Himination Auswirkung | Ozon + GAK2 Himination Ausw irkung|Ozon + GAK3 Himination Ausw irkung
(xfache | (xfache SF SF (xfache  Ozon + FB FB (xfache WB WB (xfache GAK2 GAK2 (xfache GAK3 GAK3
Induktion) | Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl) Induktion) (Cl)
02.-03.02.15 0.57 1.02 * * 0.11 * * 0.68 * * 0.23 * * 0.34 * *
09.-10.03.15 0.69 0.39 * * 1.28 * * 0.59 * * 0.44 * * 0.54 * *
14.-15.04.15 1.04 1.38 * * 0.52 * * 0.17 * * 0.17 * * 1.21 * *
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Tab. 25: Leuchtbakterientest, allgemeine Toxizitéit: Basis-Toxizitits-Aquivalenz-Konzentration, Basis-TEQ (mg/L), Eliminationseffizienz (%) und Change Index (Cl) fiir die jeweiligen
Reinigungsstufen.

VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachklédrbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle,, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett. Cl < 0.75
zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

68

Datum VKB NKB Elimination ~ Ausw irkung Ozon Elimination ~ Auswirkung | Ozon + GAK2  Himination Auswirkung| Himination Auswirkung| Ozon + GAK3  Himination Auswirkung | Himinaton Auswirkung| Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(mg Basis- | (mg Basis- Biologie Biologie (mg Basis- Ozon Ozon (mg Basis- Ozon + Ozon + GAK2 GAK2 (mg Basis- Ozon + Ozon + GAK3 GAK3 elimination  elimination elimination
TEQIL) TEQIL) (Cly TEQL) (cn TEQIL) GAK2 GAK2 (Cl) TEQIL) GAK3 GAK3 (@) Ozon  Ozon + GAK2 Ozon + GAK3
02.-03.02.15 10.87 1.28 88% 8.51 0.34 73% 3.72 0.34 74% 3.77 1% 1.01 0.45 65% 2.84 -31% 0.76 97% 97% 96%
+ 0.46 0.07 0.01 0.01 0.02
09.-10.03.15 19.75 0.48 98% 40.84 0.14 71% 3.48 0.08 83% 5.80 40% 1.67 0.11 7% 4.28 19% 1.23 99% 100% 99%
+ 1.07 0.09 0.02 0.01 0.00
14.-15.04.15 29.61 1.15 96% 25.65 0.53 54% 217 0.25 78% 4.61 53% 212 0.26 77% 4.42 51% 2.03 98% 99% 99%
+ 1.62 0.1 0.05 0.03 0.02
Mittelwert 20.08 0.97 94% 20.65 0.34 66% 2.88 0.22 78% 4.34 31% 1.51 0.27 73% 3.54 13% 1.23 98% 99% 98%
SD 9.37 0.43 5% 0.20 11% 0.13 5% 27% 0.17 7% 41% 1% 1% 2%
Datum Ozon+SF  Himination Auswirkung| Himination Auswirkung| Ozon +FB  Himination Ausw irkung Himination Auswirkung | Ozon + WB  Himination Ausw irkung Elimination ~ Auswirkung | Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(mg Basis- Ozon+SF Ozon+SF SF SF (mg Basis-  Ozon + FB Ozon + FB FB FB (mg Basis- Ozon +WB Ozon + WB wB WB elimnation  elimination  elimination
TEQIL) (C (Ch TEQIL) (Cl) (Ch TEQIL) (cn Ozon+SF  Ozon+FB Ozon+WB
02.-03.02.15 0.32 75% 3.99 7% 1.07 0.49 62% 2.60 -43% 0.70 0.51 60% 2.51 -48% 0.68 97% 95% 95%
+ 0.05 0.03 0.01
09.-10.03.15 0.22 55% 222 -56% 0.64 0.17 64% 278 -25% 0.80 0.16 66% 297 -17% 0.85 99% 99% 99%
+ 0.03 0.02 0.00
14.-15.04.15 0.42 64% 2.76 21% 1.27 0.42 63% 2.74 21% 1.26 0.37 68% 3.10 30% 1.43 99% 99% 99%
+ 0.05 0.07 0.01
Mittelwert 0.32 65% 3.05 -9% 1.06 0.36 63% 2.68 -16% 0.93 0.35 65% 2.79 -12% 0.97 98% 98% 98%
SD 0.10 10% 41% 0.17 1% 33% 0.17 4% 39% 1% 2% 2%




Tab. 26: Raphidocelis subcapitata, Photosynthesehemmung nach 2h: Diuron-Aquivalenz-Konzentrationen, DEQ (ng/L, SD unterhalb), Eliminationseffizienz (%) und Change Index
(Cl) fiir die jeweiligen Reinigungsstufen.

VKB: Vorkldarbecken, NKB: Nachkldarbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett. Cl < 0.75
zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

Datum VKB NKB Elimination  Ausw irkung Ozon Elimination Auswirkung| Ozon + Elimination ~ Auswirkung | Himination Auswirkung| Ozon + Elimination ~ Auswirkung | Elimination Auswirkung| Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(ng DEQ/L) | (ng DEQI/L) Biologie Biologie (ng DEQ/L) Ozon Ozon GAK2 Ozon + GAK2 Ozon + GAK2 GAK2 GAK2 GAK3 Ozon + Ozon + GAK3 GAK3 GAK3 elimination  elimination elimination
(@) (@) (ng DEQIL) (Ch (Ch (ng DEQIL) GAK3 (Cl (Cl Ozon  Ozon + GAK2 Ozon + GAK3
02.-03.02.15 286.10 55.79 80% 5.13 8.58 85% 6.50 3.63 93% 15.37 58% 2.36 7.44 87% 7.50 13% 1.15 97% 99% 97%
+ 19.07 1.05 0.79 0.22 0.21
09.-10.03.15 70.67 43.25 39% 1.63 6.39 85% 6.77 215 95% 20.08 66% 297 4.69 89% 9.22 27% 1.36 91% 97% 93%
+ 0.41 0.97 0.14 0.19 0.23
14.-15.04.15 138.38 73.94 47% 1.87 21.33 71% 3.47 5.44 93% 13.59 74% 3.92 10.31 86% 717 52% 2.07 85% 96% 93%
* 16.94 3.57 0.25 0.26 0.60
Mittelwert 165.05 57.66 55% 2.86 12.10 80% 4.77 3.74 94% 15.41 66% 3.23 7.48 87% 7.711 31% 1.62 91% 97% 94%
SD 110.17 15.43 22% 8.07 8% 1.65 1% 8% 2.81 2% 19% 6% 1% 3%
Datum Ozon+SF Himination Auswirkung| Elimination Auswirkung| Ozon +FB Himinaton Auswirkung | EHiminaton  Auswirkung | Ozon + WB  Eiminaton Auswirkung| Himinaton  Auswirkung Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(ng DEQ/L) Ozon +SF Ozon + SF SF SF (ng DEQ/L) Ozon+FB Ozon +FB FB FB (ng DEQ/L) Ozon +WB Ozon +WB WB WB elimination  elimination  elimination
(Cl (C (C (Ch (C Ozon+SF Ozon +FB Ozon +WB
02.-03.02.15 12.09 78% 4.61 -41% 0.71 8.48 85% 6.58 1% 1.01 9.80 82% 5.69 -14% 0.88 96% 97% 97%
* 0.84 0.36 1.01
09.-10.03.15 8.54 80% 5.06 -34% 0.75 6.87 84% 6.29 -8% 0.93 8.16 81% 5.30 -28% 0.78 88% 90% 88%
* 0.97 1.25 0.45
14.-15.04.15 25.01 66% 2.96 -17% 0.85 17.74 76% 417 17% 1.20 21.64 71% 3.42 -1% 0.99 82% 87% 84%
E 2.96 0.33 0.68
Mittelwert 15.22 75% 3.79 -31% 0.80 11.03 82% 5.23 3% 1.10 13.20 78% 4.37 -14% 0.92 89% 91% 90%
sD 8.67 8% 12% 5.86 5% 12% 7.36 6% 13% 7% 5% 6%
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Tab. 27: Raphidocelis subcapitata, Wachstumshemmung nach 24h: Basis-Toxizitdts-Aquivalenz-Konzentrationen, Basis-TEQ (mg/L, SD unterhalb), Eliminationseffizienz (%) und
Change Index (CI) fiir die jeweiligen Reinigungsstufen.

VKB: Vorkldarbecken, NKB: Nachkldarbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett. Cl < 0.75

zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

Datum VKB NKB Elimination  Ausw irkung Ozon Elimination Auswirkung | Ozon + GAK2 Himination Auswirkung| Eimination Auswirkung| Ozon + GAK3  Himination Auswirkung | Bimination Auswirkung| Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(mg Basis- | (mg Basis-  Biologie Biologie (mg Basis- Ozon Ozon (mg Basis- Ozon + Ozon + GAK2 GAK2 (mg Basis- Ozon + Ozon + GAK3 GAK3 elimination  elimination elimination
TEQIL) TEQL) (Ch TEQIL) (Cl) TEQIL) GAK2 GAK2 (Cl) TEQIL) GAK3 GAK3 (Cl) Ozon  Ozon + GAK2 Ozon + GAK3
02.-03.02.15 58.39 741 87% 7.88 1.78 76% 417 0.72 90% 10.34 60% 248 1.20 84% 6.16 32% 1.48 97% 99% 98%
+ 2.31 0.92 0.49 0.06 0.16
09.-10.03.15 9.05 2.08 77% 4.35 0.00 - - 0.13 94% 16.20 - - 0.00 - - - - - 99% -
+ 1.12 0.07 0.00 0.05 0.00
14.-15.04.15 51.41 4.04 92% 12.73 1.21 70% 3.33 1.46 64% 2.76 -21% 0.83 1.56 61% 2.59 -29% 0.78 98% 97% 97%
+ 8.27 0.18 0.18 0.14 0.09
Mittelwert 39.62 4.51 85% 8.78 1.00 73% 4.53 0.77 83% 5.86 19% 1.30 0.92 73% 4.89 2% 1.08 97% 98% 97%
SD 26.70 2.70 8% 0.91 4% 0.67 16% 57% 0.82 16% 43% 0% 1% 1%
Datum Ozon+SF  Himination Auswirkung| Himination Auswirkung| Ozon +FB Elimination Auswirkung | Bimination Auswirkung| Ozon + WB Himinaton  Auswirkung Eiminaton ~ Auswirkung | Gesamt- Gesamt- Gesamt-
(mg Basis- Ozon+SF Ozon + SF SF SF (mg Basis- Ozon + FB Ozon + FB FB FB (mg Basis- Ozon+WB  Ozon +WB WB WB elimination  elimination  elimination
TEQIL) (Cl (Cl) TEQIL) (Cl) (Cl) TEQIL) (C Ozon +SF  Ozon+FB Ozon +WB
02.-03.02.15 1.06 86% 6.99 40% 1.68 1.55 79% 4.77 13% 1.15 0.67 91% 11.13 63% 267 98% 97% 99%
+ 0.32 0.15 0.09
09.-10.03.15 0.25 88% 8.25 - - 0.01 99% 181.75 - - 0.21 90% 9.73 - - 97% 100% 98%
+ 0.02 0.06
14.-15.04.15 1.24 69% 3.25 -3% 0.98 1.23 70% 3.29 -1% 0.99 1.98 51% 2.04 -63% 0.61 98% 98% 96%
+ 0.13 0.05 1.05
Mittelwert 0.85 81% 5.30 19% 117 0.93 83% 4.85 6% 1.07 0.95 7% 4.73 0% 1.05 98% 98% 98%
SD 0.53 10% 30% 0.81 15% 10% 0.92 23% 89% 0% 1% 1%




Tab. 28: Ceriodaphnia dubia, Reproduktion nach 7 d: Effektive Konzentration von Abwasser bei der 20% der Organismen beeintrdchtigt sind
(EC20, %) fiir die Nachkommenzahl und Change Index (Cl) fiir die jeweiligen Reinigungsstufen.
VKB: Vorkldrbecken, NKB: Nachkldrbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB:
Festbett, WB: Wirbelbett. Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).
MSD : minimum significant difference (d.h. soviel % muss der Unterschied in den ECz0-Werten mindestens betragen, damit die Effekte signifikant sind).

Datum VKB NBK Ozon Ausw irkung |Ozon + GAK2 Auswirkung Auswirkung | Ozon + GAK3  Ausw irkung Ausw irkung
(EC,) (EC,) (EC,) Ozon (EC,) Ozon + GAK2 GAK2 (EC,) Ozon + GAK3 GAK3
(%) (%) (%) (Cl) (%) (Cl) (Cl) (%) (Cl) (Cl)
02.-03.02.15 n.m. 110.00 110.00 1.00 110.0 1.00 1.00 110.0 1.00 1.00
MSD 14.80 13.70 11.40 11.30
09.-10.03.15 n.m. 110.00 70.80 0.64 110.00 1.00 1.55 67.00 1.64 0.95
MSD 15.10 9.60 11.20 10.30
14.-15.04.15 n.m. 110.00 110.00 1.00 110.00 1.00 1.00 110.00 1.00 1.00
MSD 11.20 7.90 7.30 9.50
Mittelwert 110.00 96.93 0.88 110.00 1.00 1.13 95.67 1.15 0.99
Datum Ozon+SF Auswirkung Auswirkung | Ozon + FB  Auswirkung  Auswirkung | Ozon + WB  Ausw irkung Ausw irkung
(EC,,) Ozon + SF SF (EC,,) Ozon + FB FB (EC,,) Ozon + WB WB
(%) (Cl) (Cl) (%) (Ch (Cl) (%) (Cl) (Cl)
02.-03.02.15 110.00 1.00 1.00 110.0 1.00 1.00 110.0 1.00 1.00
MSD 13.20 11.30 17.50
09.-10.03.15 80.80 0.73 1.14 74.50 0.68 1.05 60.00 0.55 0.85
MSD 10.70 11.20 9.30
14.-15.04.15 110.00 1.00 1.00 93.30 0.85 0.85 110.00 1.00 1.00
MSD 9.30 11.30 8.90
Mittelwert 100.27 0.91 1.03 92.60 0.84 0.96 93.33 0.85 0.96
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Tab. 29: Lumbriculus variegatus, Reproduktion nach 28 d: Mittelwert mit Standardabweichung (SD) und Change Index (Cl) fiir die jeweiligen Reinigungsstufen
bezogen auf die Anzahl (A) und die Biomasse (B) der Wiirmer

VKB: Vorklarbecken, NKB: Nachkldrbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB:

Wirbelbett. Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< Cl < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

A Kontrolle NKB Ozon Auswirkung | Ozon + GAK2 Auswirkung Auswirkung|Ozon + GAK3  Auswirkung Ausw irkung

(Anzahl Wirmer) (Anzahl (Anzahl Ozon (Anzahl Ozon + GAK2 (Anzahl Ozon + GAK3 GAK3
Datum Wiirmer) Wiirmer) (Cl Wiirmer) GAK2 (Cl) Wiirmer) (Cl (Cl)
02.-03.02.15 21.17 15.50 18.83 1.22 17.67 1.14 0.94 15.83 0.98 0.84
SD 5.34 4.89 1.47 2.58 3.76
Prozentualer Anteil 100 73 89 83 75

Ozon+SF Ausw irkung Auswirkung | Ozon +FB Auswirkung  Auswirkung [ Ozon + WB  Ausw irkung Ausw irkung

(Anzahl Warmer) ~ Ozon + SF SF (Anzahl Ozon + FB FB (Anzahl Ozon + WB wB
Datum (Ch (®)] Wiirmer) (Cl) (Cly Wiirmer) (Cly
02.-03.02.15 18.67 1.20 0.99 20.83 1.34 1.11 18.00 1.16 0.96
SD 3.14 4.67 453
Prozentualer Anteil 88 98 85
B Kontrolle NKB Ozon Auswirkung | Ozon + GAK2 Auswirkung Auswirkung|Ozon + GAK3  Auswirkung Ausw irkung

(mg) (mg) (mg) Ozon (mg) Ozon + GAK2 (mg) Ozon + GAK3 GAK3
Datum (Cl) GAK2 (Cl) ()] (Ch)
02.-03.02.15 37.40 36.85 4112 1.12 42.67 1.16 1.04 43.30 0.85 1.05
SD 3.80 4.27 8.70 9.59 7.90
Prozentualer Anteil 100 99 110 114 116
Ozon+SF Ausw irkung Auswirkung | Ozon +FB Auswirkung  Auswirkung [ Ozon + WB  Ausw irkung Ausw irkung
(mg) Ozon + SF SF (mg) Ozon + FB FB (mg) Ozon + WB WB

Datum (Ch (Ch ((©)] (Ch) (Cly
02.-03.02.15 36.20 0.98 0.88 45.25 1.23 1.10 41.76 1.13 1.02
SD 247 9.53 5.91
Prozentualer Anteil 97 121 112
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Tab. 30: Oncorhynchus mykiss, Uberleben und Entwicklungsparameter: Mittelwert (x SD unterhalb) und Change Index (Cl) fiir die jeweiligen Reinigungsstufen.
VKB: Vorklarbecken, NKB: Nachklarbecken, biologische Reinigung, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK, SF: Sandfilter, FB: Festbett, WB: Wirbelbett.
Cl < 0.75 zunehmende Wirkung (in rot), 0.75< CI < 1.25 gleichbleibende Wirkung (in grau), Cl >1.25 abnehmende Wirkung (in griin).

Parameter Kontrolle NKB Ozon Auswirkung | Ozon + Auswirkung Auswirkung | Ozon + GAK Auswirkung Auswirkun
Ozon GAK2  Ozon + GAK2 GAK2 3 Ozon + g GAK3
(Cl) (Cl) (Cl) GAK3 (Cl)
Gesamt-Uberlebensrate (%) 64d Mittelwert 97.5 93.3 85.6 0.92 93.3 1.00 1.09 91.1 1.02 1.06
SD 1.7 3.3 10.7 33 7.7
Uberleben der Embryonen (%) Mittelwert 100.0 95.6 84.4 0.88 93.3 0.98 1.11 97.8 0.98 1.16
SD 0.0 7.7 3.8 6.7 3.8
Schlupf (%) Mittelwert 100.0 97.8 911 0.93 96.7 0.99 1.06 96.7 1.01 1.06
SD 0.0 31 1.6 2.7 2.7
Uberleben nach Schlupf (%) 64 d Mittelwert 97.5 955 92.6 0.97 96.6 1.01 1.04 921 1.04 0.99
SD 1.7 1.9 9.8 34 7.0
Aufschwimmen (%) Mittelwert 98.3 95.5 93.9 0.98 95.4 1.00 1.02 921 1.04 0.98
SD 1.9 1.9 7.7 53 5.1
Frischgewicht der Larven bei Testende (g) Mittelwert 0.92 0.89 0.91 1.03 0.94 1.06 1.03 0.93 0.96 1.02
SD 0.03 0.02 0.06 0.01 0.02
(%) 100.0 955 93.9 102.9 101.1
Standard-Lange der Larven bei Testende (cm) |Mittelwert 3.82 3.73 3.77 1.01 3.85 1.03 1.02 3.84 0.97 1.02
SD 0.05 0.03 0.06 0.02 0.06
(%) 100.0 97.6 98.8 100.8 100.5
Gesamt-Lénge der Larven bei Testende (cm) |Mittelwert 4.4 4.3 4.4 1.01 4.5 1.02 1.01 4.44 0.98 1.01
SD 0.1 0.0 0.1 0.0 0.06
(%) 100.0 99.7 100.7 102.1 101.7
Parameter Ozon+SF Auswirkung Auswirkung| Ozon+ FB Auswirkung Auswirkung [ Ozon+WB Auswirkung Auswirkung
Ozon + SF SF Ozon + FB FB Ozon + WB WB
(C) (Cly (Cl) (Cl) (Cl)
Gesamt-Uberlebensrate (%) 64d Mittelwert 98.9 1.06 1.16 87.8 0.94 1.03 87.8 0.94 1.03
SD 1.9 5.1 10.2
Uberleben der Embryonen (%) Mittelwert 97.8 1.02 1.16 93.3 0.98 1.11 93.3 0.98 1.10
SD 3.8 6.7 6.7
Schlupf (%) Mittelwert 98.9 1.01 1.09 94.4 0.97 1.04 944 0.97 1.04
SD 1.6 5.7 5.7
Uberleben nach Schlupf (%) 64 d Mittelwert 97.8 1.02 1.06 90.8 0.95 0.98 92.8 0.97 1.00
SD 1.9 2.2 6.3
Aufschwimmen (%) Mittelwert 98.9 1.04 1.05 90.8 0.95 0.97 92.8 0.97 0.99
SD 1.9 2.2 41
Frischgewicht der Larven bei Testende (g) Mittelwert 0.92 1.04 1.01 0.92 1.04 1.01 0.95 1.07 1.04
SD 0.01 0.02 0.03
(%) 100.7 100.9 103.5
Standard-Lange der Larven bei Testende (cm) |Mittelwert 3.82 1.02 1.01 3.81 1.02 1.01 3.87 1.04 1.03
SD 0.02 0.03 0.04
(%) 100.0 99.7 1014
Gesamt-Lange der Larven bei Testende (cm) |Mittelwert 45 1.03 1.02 444 1.02 1.01 448 1.03 1.02
SD 0.0 0.04 0.04
(%) 102.3 101.7 102.6
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Anhang 4 Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia

Tab. 31: Fortpflanzungstest mit Ceriodaphnia dubia: Zusammenfassung der untersuchten biologischen Endpunkte.

Mittelwerte + Standardabweichung. n.a. nicht anwendbar, MSD: Minimal significant difference, MK Messkampagne. NKB: Nachklédrbecken = biologische Reinigung, SF: Sandfilter, FB:
Festbett, WB: Wirbelbett, GAK2: unbeladene granulierte Aktivkohle, GAK3: vorbeladene GAK. Orange Felder bezeichnen Behandlungen bei der ein schwacher reproduktionshem-

mender Effekt detektiert wurde.

Kontrolle NKB Ozon SF FB wB GAK2 GAK3
Replikate (n) 24 12 12 12 12 12 12 12
Uberleben der Miitter (%) 1. MK 100 100 100 100 100 100 100 100
2. MK 100 100 100 100 100 100 100 100
3. MK 100 100 100 100 100 100 100 100
Anzahl der Nachkommen/ Mutter 1. MK~ 17.6 + 3.0 18.6+2.2 176+2.3 17.2+1.9 20.4+24 16.2 £5.1 175+2.4 166+ 1.9
(n, bei 90% Abwasser) 2.MK  16.7+25  16.8+24 11.0£0.9 124+238 11.8£1.9 13.5£ 1.1 15.6 £2.0 11.8£1.5
3.MK 19217 18.3+3.4 215+16 18.7+1.2 16.4£3.9 18.1£3.1 209422 206£1.9
Wachstum der Population (%) 1. MK 100 105.4 99.8 97.4 115.8 91.7 99.3 94.1
2. MK 100 101.0 66.0 74.5 70.5 82.5 93.5 70.5
3. MK 100 95.0 111.9 97.2 85.5 94.1 108.9 107.2
Hemmung der Reproduktion 1. MK 0 -5.4 0.2 2.6 -15.8 8.3 0.7 5.9
(%) 2. MK 0 1.0 34.0 255 29.5 17,5 6.5 295
3. MK 0 5.0 -11.9 2.8 14.5 5.9 -8.9 72
No observed effect 0K A 90% 90% 90% 90% 90% 90% 90%
concentration (NOEC) (MSD: 14,8%) (MSD: 13.7%)  (MSD: 13.2%) (MSD: 11.3%) (MSD: 17.5%)  (MSD: 11.4%)  (MSD: 11.2%)
o G A 90% <11.25% 40% 40% <20% 90% 40%
(MSD: 15.1%)  (MSD: 9.6%)  (MSD: 10.7%) (MSD: 11.2%)  (MSD: 9.3%) (MSD: 11.2%) = (MSD: 10.3%)
& i na 90% 90% 90% >20% 90% 90% 90%
(MSD: 11.2%)  (MSD:7.9%)  (MSD:9.3%) (MSD: 11.3%)  (MSD: 8.9%) (MSD: 7.3%) (MSD: 9.5%)
Lowest observed effect 1. MK n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
concentration (LOEC) 2. MK na. na. 11.25 60.0 60 20 na. 60
3. MK n.a. n.a. n.a. n.a. 90 n.a. n.a. n.a.




Anhang 5 Fish Early Life Stage Toxicity-Test mit Regenbogenforellen

Physikalisch-chemische Parameter

pH Temperatur (°C) wahrend Periode mit Soll- Temperatur (°C) wahrend Periode mit Sollwert 12°C
Behandlung wert 10°C
Minimum  Maximum n Mittelwert Minimum  Maximum n Mittelwert Minimum Maximum
Kontrolle 71 8.1 60 10.2 8.7 12.3 148 12.9 11.6 15.6 236
NKB 7.6 8.3 45 10.1 9.1 11.2 105 12.6 11.5 15.8 177
Ozon 7.7 8.4 45 10.1 9.1 11.4 105 12.6 11.2 15.7 177
SF 7.7 8.4 45 10.1 9.1 11.3 105 12.6 11.4 15.7 177
FB 7.3 8.3 45 10.1 8.9 11.6 105 12.6 11.3 15.5 177
WB 7.6 8.5 45 10.1 8.9 11.1 105 12.7 11.3 15.7 177
GAK2 7.6 8.3 45 10.1 9.0 11.5 105 12.6 10.9 15.6 177
GAK3 7.5 8.3 45 10.1 9.1 11.5 105 12.6 11.5 15.4 177
Behandlung . Sauersto.ffkonzentratior? (mg/L) . Leitfé.\h.igkeit (uS/cm)
Mittelwert  Minimum Maximum n Mittelwert Minimum Maximum n
Kontrolle 8.97 4.46 10.80 60 686 662 713 58
NKB 8.10 3.88 10.32 45 1066 161 1226 45
Ozon 9.01 5.21 10.49 45 1092 850 1234 45
SF 8.81 5.18 10.58 45 1090 881 1221 45
FB 8.94 5.43 10.63 45 1085 860 1214 45
WB 8.78 5.54 10.51 45 1093 860 1269 45
GAK2 8.78 5.55 10.51 45 1085 854 1209 45
GAK3 8.72 4.86 10.44 45 1090 876 1222 45
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Behandlung

Gesamtharte (mg CaCOa/L)

Mittelwert ~ Minimum Maximum n
Kontrolle 287 249 320 17
NKB 313 249 356 16
Ozon 316 249 338 16
SF 316 267 356 15
FB 310 249 356 15
wB 313 267 338 15
GAK2 316 267 409 15
GAK3 316 267 409 15




Schlupf der Larven

Tage seit
Testbeginn Behandlung Schlupf (% befruchtete Eier) SD
28 Kontrolle 0.0 0.0
29 Kontrolle 0.0 0.0
30 Kontrolle 25 3.2
31 Kontrolle 15.0 16.9
32 Kontrolle 55.0 39.1
33 Kontrolle 86.7 15.6
34 Kontrolle 100.0 0.0
35 Kontrolle 100.0 0.0
36 Kontrolle 100.0 0.0
37 Kontrolle 100.0 0.0
38 Kontrolle 100.0 0.0
39 Kontrolle 100.0 0.0
28 NKB 0.0 0.0
29 NKB 0.0 0.0
30 NKB 5.6 6.9
31 NKB 14.4 15.0
32 NKB 53.3 38.4
33 NKB 87.8 12.6
34 NKB 93.3 6.7
35 NKB 96.7 3.3
36 NKB 97.8 3.8
37 NKB 97.8 3.8
38 NKB 97.8 0.0
39 NKB 97.8 0.0
28 Ozon 0.0 0.0
29 Ozon 0.0 0.0
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Tage seit
Testbeginn Behandlung Schlupf (% befruchtete Eier) SD
30 Ozon 1.1 1.9
31 Ozon 13.3 8.8
32 Ozon 52.2 42.5
33 Ozon 70.0 37.6
34 Ozon 91.1 1.9
35 Ozon 91.1 1.9
36 Ozon 91.1 1.9
37 Ozon 91.1 1.9
38 Ozon 91.1 0.0
39 Ozon 91.1 0.0
28 SF 1.1 1.9
29 SF 1.1 1.9
30 SF 1.1 1.9
31 SF 15.6 6.9
32 SF 84.4 241
33 SF 97.8 1.9
34 SF 98.9 1.9
35 SF 98.9 1.9
36 SF 98.9 1.9
37 SF 98.9 1.9
38 SF 98.9 0.0
39 SF 98.9 0.0
28 FB 1.1 1.9
29 FB 1.1 1.9
30 FB 5.6 6.9
31 FB 14.4 222
32 FB 38.9 45.4




Tage seit

Testbeginn Behandlung Schlupf (% befruchtete Eier) SD
33 FB 511 411
34 FB 78.9 28.0
35 FB 92.2 8.4
36 FB 94.4 6.9
37 FB 94.4 6.9
38 FB 94.4 0.0
39 FB 94.4 0.0
28 WB 0.0 0.0
29 wWB 0.0 0.0
30 WB 1.1 1.9
31 WB 10.0 10.0
32 WB 42.2 375
33 WB 83.3 18.6
34 WB 93.3 6.7
35 WB 94.4 6.9
36 WB 94.4 6.9
37 WB 94.4 6.9
38 WB 94.4 0.0
39 WB 94.4 0.0
28 GAK2 1.1 1.9
29 GAK2 1.1 1.9
30 GAK2 4.4 5.1
31 GAK2 12.2 15.8
32 GAK2 48.9 28.7
33 GAK2 81.1 214
34 GAK2 96.7 3.3

35 GAK2 96.7 3.3
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Tage seit
Testbeginn Behandlung Schlupf (% befruchtete Eier) SD
36 GAK2 96.7 3.3
37 GAK2 96.7 3.3
38 GAK2 96.7 0.0
39 GAK2 96.7 0.0
28 GAK3 1.1 1.9
29 GAK3 12.2 18.4
30 GAK3 12.2 18.4
31 GAK3 13.3 17.3
32 GAK3 42.2 13.5
33 GAK3 72.2 22.7
34 GAK3 90.0 6.7
35 GAK3 94.4 1.9
36 GAK3 96.7 3.3
37 GAK3 96.7 3.3
38 GAK3 96.7 0.0
39 GAK3 96.7 0.0
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Uberleben der Larven nach Schlupf wiahrend der Exposition (bis Tag 64 nach Schlupf)

Behandlung Replikat Uberleben Uberleben .Uberleben .
(n) (%) (% eingesetzter Eier)
Kontrolle a 30 100.0 100.0
Kontrolle b 29 96.7 96.7
Kontrolle c 29 96.7 96.7
Kontrolle d 29 96.7 96.7
NKB a 29 96.7 96.7
NKB b 27 96.4 90.0
NKB c 28 93.3 93.3
Ozon a 22 81.5 73.3
Ozon b 28 100.0 93.3
Ozon c 27 96.4 90.0
SF a 29 96.7 96.7
SF b 29 96.7 96.7
SF c 29 100.0 96.7
FB a 28 93.3 93.3
FB b 26 89.7 86.7
FB c 25 89.3 83.3
WB a 23 88.5 76.7
WB b 29 100.0 96.7
WB c 27 90.0 90.0
GAK2 a 27 93.1 90.0
GAK2 b 28 100.0 93.3
GAK2 c 29 96.7 96.7
GAK3 a 26 89.7 86.7
GAK3 b 30 100.0 100.0
GAK3 c 26 86.7 86.7
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Standard-Lange und Gesamt-Lange der Fische nach Testende

Mittelwert Fisch Standard-Lange Mittelwert Fisch Gesamt-Lange

Behandlung Replikat (mm) SD (mm) SD
Kontrolle a 3.75 043 4.30 0.60
Kontrolle b 3.91 0.49 4.37 0.41
Kontrolle c 3.88 0.42 4.48 0.45
Kontrolle d 3.73 0.36 4.31 0.42

NKB a 3.70 0.34 4.34 0.41
NKB b 3.77 0.30 4.40 0.36
NKB c 3.71 0.36 4.31 0.43
Ozon a 3.80 0.42 4.45 0.49
Ozon b 3.74 0.34 4.37 0.39
Ozon c 3.77 0.46 4.37 0.52
SF a 3.86 0.34 4.50 0.40
SF b 3.82 0.33 4.45 0.40
SF c 3.78 0.30 4.43 0.36
FB a 3.97 0.39 4.62 0.46
FB b 3.63 0.40 4.27 0.48
FB c 3.81 0.34 4.42 0.40
WB a 3.81 0.32 4.40 0.36
WB b 3.96 0.26 4.58 0.30
WB c 3.84 0.32 4.47 0.37
GAK2 a 3.88 0.34 4.48 0.41
GAK2 b 3.81 0.35 4.41 0.42
GAK2 c 3.86 0.37 4.47 0.44
GAK3 a 3.91 0.46 4.44 0.41
GAK3 b 3.7 0.43 4.34 0.50
GAK3 C 3.90 0.34 452 0.38
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Gewicht der Fische nach Testende

Behandlung Replikat Gewicht (mg) SD

Kontrolle a 0.86 0.32
Kontrolle b 0.95 0.26
Kontrolle c 0.99 0.30
Kontrolle d 0.87 0.27
NKB a 0.88 0.25
NKB b 0.92 0.23
NKB c 0.86 0.26
Ozon a 0.96 0.33
Ozon b 0.86 0.22
Ozon c 0.9 0.29
SF a 0.94 0.24
SF b 0.94 0.26
SF c 0.89 0.24
FB a 1.06 0.32
FB b 0.83 0.29
FB c 0.88 0.28
wB a 0.86 0.22
WwB b 1.05 0.29
wB c 0.93 0.26
GAK2 a 0.99 0.28
GAK2 b 0.89 0.29
GAK2 c 0.95 0.31
GAK3 a 0.9 0.31
GAK3 b 0.90 0.32
GAK3 C 0.97 0.28




