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Abkulirzungen

AOC Assimilable Organic Carbon - assimilierbarer organischer Kohlenstoff

AR ARA Altenrhein

ARA Abwasserreinigungsanlage

BAFU Schweizerisches Bundesamt fir Umwelt

BIO Ablauf der biologischen Behandlung

BEQ Biologische Aquivalenzkonzentration

BV Bettvolumina: durchgesetztes Abwasservolumen pro Filterbettvolumen

DEQ Diuron-Aquivalenzkonzentration

DOC Disolved organic carbon (geldster organischer Kohlenstoff)

DOM Disolved organic matter (geltstes organisches Material)

Eawag Eidgendssische Anstalt fiir Wasserversorgung, Abwasserreinigung und
Gewasserschutz

EBCT Empty bed contact time, Leerbettkontaktzeit: Filterbettvolumen dividiert durch
Durchfluss

EFF Ablauf der Klaranlage

EW Einwohnerwerte

GAK =GAC  Granulierte Aktivkohle, Ablauf der GAK-Filtration

GL ARA Glarnerland

GSchV Gewasserschutzverordnung (Schweiz)

GSchG Gewasserschutzgesetz (Schweiz)

LOQ Bestimmungsgrenze (limit of quantification)

MV Mikroverunreinigung, Spurenstoff

NG ARA Neugut

LC Flussigchromatographie (liquid chromatography)

LS Leitsubstanzen: 12 Indikatorstoffe zur Beurteilung der MV-Elimination (GSchV)

HRMS Hochauflésende Massenspektrometrie

HILIC Flissigchromatographie mit hydrophiler Wechselwirkung

NKB Nachklarbecken

Os Ozon

0O3-PPD Vorhersagemodell fiir OTPs (Lee et al. 2017)

OTP Ozonungs-Transformationsprodukt

0z0/0z Ablauf der Ozonung

PAK = PAC Pulveraktivkohle

PAK+SF Pulveraktivkohle dosiert auf einen Sandfilter

PR ARA ProRheno

RPLC Umkehrphase Flissigchromatographie (reverse phase liquid chromatography)

SPE Festphasenextraktion (solid phase extraction)

TEQ Toxizitats-Aquivalenzkonzentration



Schlussbericht Evaluation Verfahren (SCREEN-O3TP) 1

Kurzfassung

Fir die erfolgreiche Entfernung von Mikroverunreinigungen (MVs) aus Abwasser ist eine
weitergehende Abwasserbehandlung notwendig. Die Behandlung mit Ozon oder mit
Pulveraktivkohle hat sich bewahrt, und mehrere Klaranlagen in der Schweiz sind bereits mit
diesen Technologien aufgeristet. Neueste Erkenntnisse zeigen, dass auch die granulierte
Aktivkohle oder die Kombination von einer Vorozonung mit Aktivkohle-Behandlung interessante
Technologien sein kdnnen, um MVs effizient und kostengtinstig zu entfernen. Diese Technologien
sind jedoch noch nicht im Detail untersucht. Ausserdem stellt sich die Frage, wie gut die
«Gesamtheit» von MVs damit entfernt wird. Gemass Gesetz werden zwolf Leitsubstanzen (12LS)
fur die Evaluierung der Verfahren herangezogen. Die quantitative Erfassung einer grossen
Anzahl an MVs ist sehr aufwandig und kostspielig. Eine weitere Mdglichkeit ist die Anwendung
der non-target Analytik, mit welcher die Gesamtheit der organischen Substanzen im Abwasser
erfasst wird, die jedoch nicht nur MVs, sondern auch Matrixbestandteile umfasst. Inwieweit sich
diese Methodik fur die Abwasserbeurteilung eignet wurde jedoch bisher kaum untersucht. Zudem
bestehen bei der Ozonung Wissenslicken bezlglich der entstehenden Ozonungs-
Transformationsprodukte (OTPs) und deren Elimination in der Nachbehandlung, sei das in einem
Sandfilter oder mit Kohlebehandlungen. Komplementar zur chemischen Analytik haben sich in
bisherigen Studien &kotoxikologische Biotests als vielversprechend und relevant fir die
Evaluation von weitergehenden Reinigungsstufen erwiesen. Mit Biotests kann auch evaluiert
werden, ob problematische Stoffe z.B. in der Ozonung entstehen und ob diese durch
weitergehende Behandlungen wieder eliminiert werden koénnen.

Dieses Projekt hatte deshalb zum Ziel, Abwasserbehandlungsstufen mit Ozon gefolgt von
Aktivkohlebehandlung oder nur mit granulierter Aktivkohle-Fitration durch Non-target Analytik und
Okotoxikologische Biotests zu evaluieren. Im Weiteren sollte mit einem gezielten Suspect
Screening nach OTPs gesucht und deren Verhalten in der Nachbehandlung untersucht werden.
Fur die Probenbeschaffung wurden Synergien mit laufenden Projekten auf den drei Klaranlagen
ProRheno, Glarnerland und Altenrhein genutzt.

Fur die Evaluierung des Verhaltens der Non-target Substanzen Uber die verschiedenen
Abwasserbehandlungsstufen wurde eine automatisierte Methode unter Anwendung der
Flissigkeitschromatographie gekoppelt an die hochauflésende Massenspektrometrie (HR-LCMS)
entwickelt, welche viele falsch-positive Signale und einen Teil der Signale der Matrix-
Komponenten (homologe Reihen) ausschliesst. Die so identifizierten Non-target Substanzen vom
Zulauf wurden in den Reinigungsstufen stark reduziert, wobei sich dort aber viele neue
Substanzen bildeten. Diese machten im Ablauf der Klaranlage rund die Halfte der Non-target
Substanzen aus. Zwei verschiedene Auswertungsmethoden (durchschnittliche Elimination vs.
Elimination grosser als 80%) erzielten sehr ahnliche Ergebnisse. Viele Non-target Substanzen
vom Zulauf wurden bereits in der Biologie sehr gut entfernt (durchschnittlich >77%), und die
verschiedenen untersuchten Nachbehandlungsstufen zeigten in den vorhandenen Proben relativ
kleine Unterschiede. Aussagekraftiger war die Auswertung der Signale einer Auswahl von 66
bekannten, abwasserrelevanten Mikroverunreinigungen (66MV). Die 66MV & 12LS verhielten
sich recht ahnlich. In der biologischen Stufe wurden beide im Durchschnitt zu weniger als 40%
eliminiert. Dies deutet darauf hin, dass viele der Non-target Substanzen matrixbezogene
Verbindungen sind und/oder dass die Auswahl der 66MV auf Verbindungen ausgerichtet wurde,
die wahrend der biologischen Behandlung persistent sind. Die durchschnittliche Elimination der
66MV&12LS zeigte eine Abhangigkeit von der Ozondosierung (20-60% mit 0.2-0.3 gO3/gDOC),
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und von der Laufzeit des GAK-Filters (90-60% bei 8 000-48'000 Bettvolumen). Zudem ergab sich
eine schwache Abhangigkeit von der PAK-Dosierung (60-80% mit 7.7-12.5 mg/L PAK).
Insgesamt wurde eine durchschnittliche Elimination von mehr als 80% tber die gesamte ARA in
allen Proben fiir die Non-target Substanzen und die Auswahl an MVs erreicht, ausser beim GAK-
Filter ohne Vorozonung, wo die 66MV und 12LS nur bis 17'000 BV zu >80% entfernt wurden.

Die Resultate zeigen, dass mit der Non-target Analytik die verschiedenen Verfahren nur bedingt
evaluiert werden kénnen. Aussagekraftiger war jedoch die Auswertung der 66MVs. Flr diese
Stoffe, die nur schlecht biologisch abgebaut wurden, erhdhte die weitergehende Behandlung die
Elimination Uber die ganze ARA signifikant, sehr dhnlich wie fur die 12LS. Die Behandlung mit
Vorozonung und Aktivkohle erscheint als vielversprechende Verfahrenskombination,
insbesondere die Kombination mit einem GAK-Filter, der auch bei 48'000 Bettvolumen noch eine
signifikante Eliminationsleistung erzielte. Diese Erkenntnis deckt sich mit den Ergebnissen aus
den breit angelegten Pilotprojekten mit GAK-Filtern auf den ARA Furt/Bllach und Glarnerland.

Die Proben der ARA ProRheno erméglichten mit der Non-target Analytik die Bestimmung von 54
industriell eingetragenen Substanzen, die alle in der biologischen und weitergehenden Abwasser-
behandlung zu >97% entfernt wurden.

Die durchgefiihrten Biotests brachten wichtige zusatzliche Erkenntnisse, v.a. in Bezug auf
Mutagenitat und Algentoxizitat. Auf der ARA Glarnerland waren diese Messungen zentral fiir die
Entscheidung gegen die Wahl einer Ozonung. An diesem Standort wurde nach der Ozonung eine
sehr hohe Mutagenitat festgestellt, die jedoch Uber die GAK-Filter wieder entfernt wurde. Diese
Toxizitat rihrte wohl von Industriechemikalien her, die jedoch nicht identifiziert werden konnten.
Die Identifikation der Stoffe bzw. Stoffmischungen, die fir die Wirkung verantwortlich sind, ist, je
nach gewahltem Biotest, schwierig. Bei bestimmten Wirkungen, wie z.B. der Hemmung der
Photosynthese durch Herbizide, kbnnen die verantwortlichen Stoffe teilweise identifiziert werden
(z.B. Diuron verantwortlich fur Algentoxizitat auf ARA Glarnerland).

Ozonungs-Transformationsprodukte wurden mit drei verschiedenen Methoden identifiziert. Mit
der Non-target Analytik wurden 1911 in der Ozonung entstehende Non-target Substanzen
gefunden, die wohl mehrheitlich Transformationsprodukte der Matrix darstellen. In einem zweiten
Ansatz konnten 36 OTPs von 50 MVs identifiziert werden, die als OTPs mit einem Vorhersage-
modell (O3-PPD) anhand erwarteter Reaktionsmechanismen mit Ozon vorhergesagt wurden. In
einem dritten Ansatz konnten Synergien zu einem parallel laufenden Projekt (TRANSFO3RM)
genutzt werden, in welchem OTPs zuerst in Laborexperimenten identifiziert wurden. 83 OTPs
wurden sowohl in den Laborexperimenten wie auch in Abwasserproben gefunden, und fir diese
OTPs konnten chemische Strukturen vorgeschlagen werden. Mit allen drei angewandten
Methoden konnten bisher unbekannte OTPs detektiert werden. Diese kdnnen in zukunftigen
Studien verwendet werden, um die Mechanismen der OTP-Bildung wahrend der Ozonung besser
zu verstehen und sowohl Ozon- als auch Hydroxylradikal-Reaktionen einzubeziehen, und somit
Vorhersagetools zu verbessern.

Der Verbleib von 56 verifizierten OTPs von 40 spezifischen MVs wurde in den verschiedenen
Nachbehandlungsstufen untersucht. Die OTPs waren mehrheitlich stabil im Sandfilter, zeigten
eine mittlere Elimination im GAK-Filter abhangig von der Anzahl durchlaufener Bettvolumen,
wobei bei 48'000 BV immer noch 23% entfernt wurden, und wiesen die beste Elimination mit einer
Dosierung von 13 mg/L PAK auf einen Sandfilter auf. Die Kombination einer Vorozonung mit
Aktivkohlebehandlung zeigte sich also als vielversprechende Abwasserbehandlungsmethode fiir
die Entfernung von OTPs.
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1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Mit der Revision des Schweizer Gewasserschutzgesetz (GSchG) und der Gewasserschutz-
verordnung (GSchV) vom 1. Januar 2016 wurde die Grundlage gelegt, um ausgewahlte
Abwasserreinigungsanlagen mit einer zusatzlichen Stufe zur Elimination von Mikroverun-
reinigungen (MVs) auszubauen, da die biologische Behandlung MVs nicht effizient eliminiert
(Abegglen & Siegrist 2012, Falas et al. 2016, Bourgin et al. 2018).

Aktuell stehen zwei weitergehende Verfahren zur Entfernung von MVs zur Auswahl. Ozonung
(gefolgt von einem Sandfilter (SF)) oder Pulveraktivkohle (PAK) sind etablierte Methoden, flr
welche ahnliche Kosten berechnet wurden. In Pilotprojekten auf den ARAs Furt/Bilach (Bdhler
et al. 2020a) sowie der ARA Glarnerland (McArdell et al. 2020) wurden auch granulierte
Aktivkohle (GAK) und Kombiverfahren (Ozonung und AK) als mdgliche Verfahren evaluiert. Diese
Untersuchungen und auch Resultate mit GAK in Deutschland (Benstém et al. 2016a&b, Benstom
2017, Fundneider 2020) weisen darauf hin, dass bei genug hohen Aufenthaltszeiten des Ab-
wassers im GAK-Filter Standzeiten erreicht werden kdnnen, die mit dem Gebrauch an Kohle bei
PAK-Anwendungen verglichen werden kénnen und dadurch konkurrenzfahig werden (Bohler et
al. 2020b).

Nicht jedes Abwasser eignet sich fur die Behandlung mit Ozon (siehe Ozontestverfahren,
Wunderlin et al. 2015, Schindler Wildhaber et al. 2015, Wunderlin et al. 2017, Grelot et al. 2020).
Daher muss die Eignung des Abwassers fiir diese Behandlung vorab mit einem modularen
Konzept evaluiert werden. Messungen der Stabilitdit von Ozon und die Eliminationseffizienz
ausgewahlter Stoffe zeigen auf, ob das Abwasser eine «normale» kommunale Abwassermatrix
aufweist. Wenn die Messungen von den Werten in anderen kommunalen Abwassern abweichen,
deutet dies darauf hin, dass andere Stoffe in der Abwassermatrix in signifikanten Mengen
vorkommen, wie es zum Beispiel bei Industrieeintrdgen der Fall sein kann. Dann ist Vorsicht
geboten, weil oft nicht bekannt ist, welche Stoffe vorhanden sind bzw. je nach industrieller
Produktion dazukommen und unklar ist, wie diese Industriechemikalien mit Ozon reagieren. Auch
bestehen grosse Wissensliicken beziglich der Bildung von Nebenprodukten aus Abwassermatrix
und Ozonungs-Transformationsprodukten (OTPs) aus MVs. Gemass Testverfahren mussen
bekannte Ozonungs-Nebenprodukte, Bromat und Dimethylnitrosamin (NDMA), untersucht, und
Okotoxikologische Biotests durchgefiihrt werden.

Uberprift werden die Verfahren durch die Messung von zwolf Leitsubstanzen (12LS), die
schweizweit vorkommen und sich gut, einfach und robust messen lassen. Durch die Einhaltung
des Reinigungseffektes von 80%, gemessen anhand dieser Leitsubstanzen, wird ein optimaler
Betrieb der Verfahren zur Elimination von MV erreicht, der reprasentativ flir eine Bandbreite von
MV ist. In diversen Projekten (Labor-, Pilot- und Grossmassstab-Versuche) wurden weitere MV
untersucht (z.B. Otto et al. 2014, Boehler et al. 2012, Bourgin et al. 2018) und auch in einem
Bericht zusammengetragen (Lee & von Gunten, 2018). Eine sehr breite Messkampagne wurde
auf der ARA Neugut mit einer Ozonung durchgefihrt (Bourgin et al. 2018, Béhler et al. 2017a&b).
Dort wurde ein quantitatives Screening von 550 Substanzen (Arzneimittel, Pflanzenschutzmittel,
weitere Chemikalien und bekannte biologische Abbauprodukte) mit zwei 48 Std. Sammelproben
durchgefuhrt, wobei 175 Substanzen im Zulauf gefunden wurden (d.h. in Konzentration grosser
als die Bestimmungsgrenze, >LOQ). Bei der empfohlenen spezifischen Ozondosis von
0.55 gOs/gDOC wurden die 12LS zu 87% in der Ozonung und 88% uber die ganze ARA eliminiert.
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Die 175 detektierten Substanzen wurden Uber die ganze ARA im Durchschnitt zu >79%
(median >89%) eliminiert, wobei der Sandfilter keine signifikante Elimination zeigte. In der
Biologie betrug die durchschnittliche Elimination 34% (median 22%), und in der Ozonung >67%
(median >74%). Bei der gewahlten Ozondosis wurde also im Durchschnitt eine mittlere
Elimination von rund 80% der ausgewahlten grossen Gruppe von MVs erreicht. Die
durchschnittliche Elimination in der Biologie war, wie bereits friiher fir eher persistente MVs
festgestellt, nur gut 30%. Eine solche quantitative Analyse ist jedoch sehr aufwandig. Ausserdem
muss beachtet werden, dass die Auswahl der MVs spezifisch auf Substanzen beruht, die in der
Biologie eher stabil sind.

Es bestehen dadurch weiterhin Wissenslicken zum Verhalten der Gesamtheit von MVs wahrend
der Abwasserreinigung. Eine Moéglichkeit zur Erfassung der Gesamtheit von Stoffen ist die Non-
target Analytik mit Fliissigchromatographie gekoppelt an die hochauflosende Massenspektrome-
trie (LC-HRMS), wobei die Intensitat von Signalen angeschaut wird, da keine Quantifizierung
moglich ist. Die Intensitat kann jedoch als ungefahres Proxy fliir die Konzentration betrachtet
werden. Damit werden jedoch neben den MVs auch die Bestandteile der Matrix erfasst. Fur die
Aufbereitung der Proben ist meist eine Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) nétig.
Hiermit kann ein Grossteil, jedoch nicht alle, der im Abwasser vorhandenen Stoffe angereichert
werden und ein Teil der Matrix wird abgetrennt. Mit der in diesem Projekt angewendeten
nachfolgenden Auftrennung mittels reverse-phase (RP) LC Saule werden sehr polare Substan-
zen nicht erfasst. Im Anschluss an die Auftrennung erfolgt eine Elektronenspray-lonisierung (ESI),
die ebenfalls einen Grossteil, jedoch nicht alle, der Substanzen ionisiert und dadurch detektierbar
macht. So wird durch die angewendete Methodik ((SPE)-RP-LC-ESI-HRMS) eine grosse Palette
an MVs, wie z.B. viele Pharmazeutika und Biozide, aber nicht alle Substanzen erfasst.

In der Ozonung werden die MVs in der Regel nicht mineralisiert. Es werden dabei OTPs mit mehr
oder weniger ahnlichen Strukturen gebildet, die jedoch mehrheitlich unbekannt sind. Zur
Detektion von OTPs kann die Non-target Analytik verwendet werden, wobei jedoch auch
Nebenprodukte der Ozonung aus der Hintergrundmatrix erfasst werden (Schollée et al. 2018).
Eine Zuordnung der Signale zu chemischen Strukturen bzw. zur Herkunft der OTPs ist damit
jedoch schwer. Eine Alternative ist die Suche nach in Laborversuchen gefundenen OTPs von
einzelnen MVs (z.B. Zimmermann et al. 2012; Borowska et al. 2016). Der analytische Nachweis
von OTPs wird normalerweise flr Einzelsubstanzen mit LC-HR-MS/MS durchgeflihrt, aber ist
sehr aufwandig und meist nicht quantitativ, weil keine Standards vorhanden sind. Die
Interpretation von MS/MS-Spektren zusammen mit Expertenwissen ermdglicht es aber, die
chemische Struktur der OTPs zu ermitteln. Eine weitere Hilfe kdnnen Vorhersagemodelle sein
(z.B. O3-PPD, entwickelt in der Gruppe von U. von Gunten; Lee et al. 2017), mit welchen einzelne
OTPs anhand erwarteter Reaktionsmechanismen fiir bestimmte MV vorhergesagt werden
kénnen und nach diesen gesucht werden kann.

Die Kombination von Ozonung mit Aktivkohle konnte trotz hoheren Investitionskosten interessant
sein. Wissenslicken bei Kombiverfahren bestehen vor allem darin, dass nicht bekannt ist, in wie
fern eine nachgeschaltete Aktivkohlebehandlung die entstandenen OTPs zu eliminieren vermag.

Zur Beurteilung der Qualitdt des Abwassers (inkl. Nebenprodukten und OTPs) kdnnen
Okotoxikologische Biotests eingesetzt werden (Kienle et al. 2015). In-vivo-Biotests mit ganzen,
mehrzelligen Organismen konnen Effekte der Gesamtheit der im Abwasser vorhandenen Stoffe
erfassen, auf welche die Testorganismen empfindlich sind. Dahingegen erméglichen in-vitro-
Biotests die Evaluierung von Stoffgruppen mit gleichen Wirkmechanismen, die spezifische
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Wirkungen wie z.B. Mutagenitat oder Photosynthese-Hemmung auslésen. Die Empfindlichkeit
unterscheidet sich je nach eingesetztem Testorganismus/Biotest. Zur Untersuchung weiter-
gehender Abwasserreinigungsverfahren kann eine Probenanreicherung nétig sein. Biotests
konnen u.a. komplementar zur chemischen Analytik eingesetzt werden und liefern wichtige
Zusatzinformationen fur die Entscheidung fur oder gegen eine Reinigungstechnik.

1.2 Ziele des Projektes und Vorgehensweise
Dieses Projekt hatte daher die folgenden Ziele:

1. Evaluierung der Behandlungsstufen durch Non-target Analytik und Biotests:
In diesem Projekt sollte die Non-target Analytik angewandt werden, um das Verhalten der
Gesamtheit von Stoffen im Abwasser Uber die verschiedenen Stufen der Abwasserbehandlung
inklusive erweiterter Abwasserbehandlung mit Ozon und/oder Aktivkohle zu charakterisieren.
Als Schwerpunkt sollten dabei Standorte mit einer gewissen industriellen Belastung untersucht
werden. Erganzend wurden Biotests zur Beurteilung der Wasserqualitat herangezogen.

2. Screening nach Ozonungs-Transformationsprodukten und deren Verhalten in der
Aktivkohlebehandlung:
Des Weiteren sollte gezielt mit einem Suspect-Screening nach Transformationsprodukten der
Ozonung gesucht und deren Verhalten in der nachfolgenden Behandlung mit Aktivkohle (PAK,
GAK) untersucht werden. Die Resultate leisten einen Beitrag zur Verfahrensevaluation der
erweiterten Abwasserbehandlung, insbesondere in Bezug auf die Bildung von OTPs und deren
Elimination in einer nachfolgenden Aktivkohlebehandlung.

Wahrend in einem friiheren Projekt die Ozonung mit nachfolgender Sandfiltration durch die Non-
target Analytik evaluiert wurde (Schollée et al. 2018), sollte hier die Kombination einer
Teilozonung mit nachfolgender Aktivkohlebehandlung, bzw. die reine Aktivkohle-Filtration, im
Fokus stehen. Dafir wurden Synergien mit laufenden Projekten genutzt, in welchen bereits
grosstechnische Versuche in Pilot- bzw. Vollmassstab durchgefuhrt wurden. Hierbei konnten fir
dieses Projekt zusatzliche Proben genommen werden. Auf den ARA Glarnerland und der
Altenrhein wurden granulierte Aktivkohlefilter (GAK-Filter) mit Vorozonung betrieben, auf der ARA
Glarnerland parallel auch GAK-Filter ohne Vorozonung. Im Pilotprojekt auf der ARA ProRheno
wurden Versuche zur Vorozonung mit nachfolgender Behandlung mit Pulveraktivkohle, welche
auf einen Sandfilter dosiert wurde, bei verschiedenen Dosierungen von Ozon und PAK
durchgefiihrt. Die quantitative Messung von ausgewahlten MVs, insbesondere der Leit-
substanzen, wurde in den jeweiligen Projekten durchgefiihrt, sodass das Projekt hier auf die Non-
target Analytik fokussieren konnte. Ausgewahlte Proben wurden zudem mit drei relevanten
Biotests zur Beurteilung der Qualitat des Abwassers untersucht.

Fur die Identifikation von Ozonungs-Transformationsprodukten wurden verschiedene Ansatze
gewahlt. Einerseits wurde die Non-target Analytik anwendet, um Signale auszufiltern, die in der
Ozonung entstehen. Andererseits wurde ein Suspect Screening nach «bekannten» OTPs
durchgefiihrt. Dieses Suspect Screening wurde durch die Zusammenarbeit mit dem Projekt
«TRANSFO3RM» méglich, in welchem in Laborversuchen gezielt nach OTPs gesucht wurde, die
in der Ozonung von ausgewahlten 87 MVs in Abwasser entstehen. In einem weiteren Ansatz
wurde nach OTPs gesucht, welche durch das Vorhersagemodelle O3-PPD (Lee et al. 2017)
vorhergesagt wurden. Daflr wurden Laborexperimente mit Zudosierung von ausgewahlten MVs
in Abwasserproben durchgefuhrt. Das Verhalten all dieser OTPs wurde dann in den
Nachbehandlungen untersucht.
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2 Pilotanlagen und Analysen

2.1 Abwasserreinigungsanlagen und Probenahmen

Die Proben wurden in vier Klaranlagen in der Schweiz bei tGberwiegend trockener Witterung
entnommen, die meist mit biologischer Behandlung im Vollmalistab und weitergehender
Behandlung im Pilotmalstab betrieben wurden. Proben wurden im Zulauf der Klaranlage (INF),
nach der biologischen Behandlung (BIO), nach der Ozonung (OZO) und nach der
Nachbehandlung am Ablauf (EFF bzw. SF, GAK, PAK) genommen. Die Proben wurden bei -20°C
gelagert. Eine Zusammenfassung der analysierten Proben findet sich in Tabelle 1. Abbildung 1
zeigt schematisch die Behandlungsstufen in den vier Klaranlagen.

Die Klaranlage Neugut (NG) behandelt Abwasser von 105’000 Einwohnerwerten (EW) mit ca.
50% Industrieanteil (v.a. von Lebensmittel-verarbeitenden Industrien). Das Abwasser wird mit
dem Belebtschlammverfahren behandelt, gefolgt von einer volltechnischen Ozonung und einem
Sandfilter (SF). Zwei flussproportionale 24 Std. Sammelproben bei einer spezifischen Ozondosis
von ca. 0.5 gO3/gDOC wurden von dieser Anlage verwendet. Details zur Anlage und Probenahme
werden in Bohler et al. (2017a&b) und Bourgin et al. (2018) beschrieben.

Die Klaranlage Glarnerland (GL) behandelt das Abwasser von 70’000 EW, mit einem
Industrieanteil von ca. 40%. Die biologische Reinigung besteht aus der S::Select®-Technologie
mit Hydrozyklonen zur Abtrennung des Uberschussschlamms. Ein Teil dieses Abwassers wurde
in die Pilotanlage geleitet und entweder mit einer GAK-Filtration oder mit einer Vorozonung
gefolgt von einer GAK-Filtration behandelt. Die GAK-Leerbettkontaktzeit (EBCT) betrug 24
Minuten bei Trockenwetter, und flussproportionale 24 Std. Sammelproben wurden Uber die Zeit
(6700-35000 BV) bei einer spezifischen Ozondosis von ca. 0.2 gOs/gDOC genommen. Details
zur Anlage sind in McArdell et al. (2020) bzw. Oltramare et al. (in prep) zu finden.

GAK

Fl ARA Glarnerland
ilter

ARA
(biologische
Behandlung)

Ozonung

ARA Neugut
ARA Glarnerland & Altenrhein

PAK auf ARA ProRheno
Sandfilter

Abbildung1 Schema der Pilotanlagen zur erweiterten Abwasserbehandlung in den vier beprobten
Klaranlagen.

Die Klaranlage Altenrhein (AR) behandelt das Abwasser von 82°000 EW und hat einen
industriellen Anteil von ca. 26%. Die biologische Behandlung besteht aus parallel arbeitenden
Belebtschlamm- und Festbettverfahren, gefolgt von einem Sandfilter. Ein Teil des gereinigten
Abwassers wurde in die Pilotanlage umgeleitet, die mit einer Vorozonung und anschlieender
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GAK-Filtration mit einer EBCT von 20 Minuten ausgestattet war. Es wurden zwei Probenahme-
kampagnen mit zwei verschiedenen spezifischen Ozondosen (0.15+0.03 gOs/gDOC und
0.3310.04 gO3/gDOC) durchgefiihrt, wobei jeweils flussproportionale 24 Std. Mischproben an drei
aufeinanderfolgenden Tagen gesammelt wurden. Die GAK BVs wahrend der Probenahme lagen
bei etwa 44’000 bzw. 48'000 (siehe Schollée et al. (2021a) und Bogler (2019) fur Details).

Die Klaranlage ProRheno (PR) behandelt Abwasser von 470°000 EW. Eine Pilotanlage erhielt
zwei Zufluss-Abwasserstrome. Der eine (PR-Comm) bestand hauptsachlich aus kommunalem
Abwasser (ca. 26% Industrieanteil), wahrend der zweite (PR-Chem) aus der nahe gelegenen,
hauptsachlich pharmazeutischen Industrie stammte (100% Industrieabwasser). Die beiden
Strome wurden gemischt (90:10 PR-Comm:PR-Chem v:v) und bei konstantem Fluss in einem
Sequencing-Batch-Reaktor (SBR) behandelt, gefolgt von einer Ozonung und der Dosierung von
PAK/Eisen(lll)-Chlorid auf einen zweischichtigen Sandfilter. Das PAK-haltige Schlammwasser
wurde in den SBR rezirkuliert. Details zur Pilotanlage sind in Krahnstdver et al. (2018)
beschrieben. Innerhalb dem Projekt «Aktifilt Plus» wurden mehrere Probenahmekampagnen mit
48 Std. Sammelproben durchgefihrt, die einen Bereich von spezifischen Ozondosen (0-0.27
gOs/gDOC) und PAK-Dosen (0-16.3 mg/L) abdeckten (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 Probenahmestandorte und -einstellungen, einschlieRlich der Probenahmedaten und -Kam-
pagnen, der Zulaufmengen, des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) nach der
biologischen Behandlung, der angewendeten spezifischen Ozondosis und der Einstellungen
der jeweiligen Nachbehandlung, entweder Sandfilter (SF), granulierter Aktivkohlefilter (GAK)
inklusiv durchlaufene Bettvolumen (BV), oder Pulver-Aktivkohle (PAK), die auf einen Sandfilter
dosiert wurde. Proben in pink+violet wurden fir die Non-target Analytik verwendet, Proben in
blau+violet wurden fir die Analyse nach OTPs im TRANSFO3RM Projekt verwendet. Proben,
die in den Biotests untersucht wurden, sind kursiv angegeben.

Probonatmen | rober | Zuait [ DOCneeh | Comiess | caKay
ARA Neugut | 10.03.2015 NGsra 19290 5.0 0.55 -
(Ozonung SF) | 14.04.2015 NGsrb 17742 55 0.50 -

08.06.2017 | GLnoos_cAc7000 16371 5.7 0 6720

16.01.2018 | GLnoos cact7ooo | 31904 8.4 0 17051

05.09.2018 | GLnoos Gacstooo | 16267 7.3 0 30535

06.06.2017 | GLo.203 Gacsoooa | 31566 8.0 0.16 8272

07.06.2017 | GLo.203_GAcsooos 22°028 5.4 0.32 8347

Gl aﬁ,’:ﬁan d | 08062017 | GLo20s cacsoose | 16371 5.7 0.22 8415
(GAK ohne/mit 20.06.2017 | GLo.503 6ac9000a 14’395 11.8 0.39 9150
Vorozonung) 21.06.2017 | GLo.503 GAceo00b 16°401 7.6 0.63 9208
24 Std. 22.06.2017 | GLo.503 cAc9000 14’337 9.7 0.52 9260
Sammelproben 5335617 & leeie 18347 5.4 0.33 16278
16.01.2018 | GLo.203_cAc19000 31904 8.4 0.2 19121

18.04.2018 GLeactb 20862 10.7 0.33 24679

05.09.2018 | GLo.203_GAC33000 16267 7.3 0.18 32853

17.10.2018 Gleactc 19966 8.7 0.23 35282
ARA 16.07.2018 | AR0.203 GAC44000 14096 8.6 0.13 44483
Altenrhein 17.07.2018 | ARo.203_Gac44000 13837 8.7 0.13 44555
(beladene GAK | 18.07.2018 | ARo.203 cac44000 13690 9.5 0.18 44627
mit 03.09.2018 | ARo.:303 Gacssooo | 18467 6.1 0.36 48010
Vorzofért‘g_”g) 04.09.2018 | ARo.305 cacssono | 16138 6.4 0.35 48082
Sammelproben | 950,201 | AR0scacacie0 | 5759 7.6 0.29 48154

GAC2
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Probenahmen Proben- Pzi:':)lf::_ DOC nach Ozondosis PAK PAK
Kampagne lage (L/h) BIO (mg/L) | (gOs/gDOC) (mg/L) (g/gDOC)

21.02.2017 PRo.203 pac7.7 8 0.19 5.8 0.73
02.03.2017 PRo.203_pac7.7 20.6 NA 0.27 8.8 1.1
09.03.2017 PRo.203_pac7.7 8 0.24 8.6 1.1

06.04.2017 PRo.203 pac12.1 8 0.2 13.6 1.7

12.04.2017 PRo.203_ pac12.1 21.3 6 0.2 9.9 1.7

ARA ProRheno | 59042917 | PRo203pAciai 7 0.21 12.9 1.8

(PAK auf SF PRpac

mit/ohne 27.04.2017 PRo.103 pAc12.5 7 0.09 9.3 1.3
Vorozonung) 04.05.2017 PRo.103_pAci12.5 20.4 7 0.09 11.8 1.7
48 Std. 11.05.2017 | PRo.103 pACi25 8 0.08 16.3 2.0
Sammelproben | 06.06.2017 | PRnoos pacisse 7 0 15.8 2.3
15.06.2017 PRnoo3_PAC13.6 22.1 9 0 13.4 1.5

22.06.2017 PRnoo3s_PAC13.6 8 0 11.8 1.5
20.07.2017 PRo.303 nopAc 8 0.29 0 0
27.07.2017 PRo.303_nopac 21.4 9 0.27 0 0
10.08.2017 PRo.303 nopac 10 0.21 0 0

2.2 Non-target Analyse

In der Non-target Datananalyse werden sogenannte «non-target signals/features», hier «Non-
target Substanzen» genannt, detektiert, welche sich auf ein Signal mit einem bestimmten exakten
Masse-zu-Ladungs Verhaltnis (m/z), einer bestimmten Retentionszeit (RT) und einer Intensitat
beziehen. Diese Non-target Substanzen beinhalten nicht nur die MVs, sondern auch die
Bestandteile der Matrix.

Die Abwasserproben wurden wie in Bourgin et al. (2018) beschrieben gemessen. Dafir wurden
die Proben Uber Nacht aufgetaut, filtriert und verdiinnt (Zulaufproben 1:3 (w:w), alle anderen
Proben 1:1 (w:w) mit Nanopur-Wasser). Jede Probe wurde mit einer Mischung aus 147 isotopen-
markierten internen Standards aufgestockt, mit einer mehrschichtigen online-Festphasen-
extraktion (SPE) angereichert und anschlieBend in der Umkehrphasen-Flussigkeits-
chromatographie gefolgt von positiver Elektrospray-lonisierung und hochauflésender Massen-
spektrometrie (LC-(+)ESI-HRMS) auf einem Qexactive Instrument (Thermo Scientific) gemessen.
Die quantitative Analyse der 12LS erfolgten in den jeweiligen Projekten (siehe Kapitel 2.1).

Die Analyse der LC-HRMS-Daten umfasste mehrere Schritte (Details in Schollée et al. 2021a).
Zuerst wurden die LC-HRMS-Daten mittels verschiedener Algorithmen verarbeitet, um eindeutige
exakte Masse/Retentionszeit-Paare (d.h. «Non-target Substanzen») in jeder Probe zu erkennen.
Zweitens wurde zur Analyse der Trends von Non-target Substanzen in den verschiedenen
Abwasserbehandlungsschritten eine automatische Trend-Analyse entwickelt und angewendet.
Drittens wurden zwei Listen aus den Non-target Substanzen extrahiert: (1) eine Liste mit 66
bekannten, abwasserrelevanten organischen Mikroverunreinigungen (66MV) und (2) eine Liste
mit bekannten OTPs, welche aus Literaturdaten zusammengestellt wurde. Viertens wurde eine
Klassifizierungsmethode ahnlich wie bei Anliker et al. (2020) angewendet, um mdgliche
industrielle Eintrage zu priorisieren und zu identifizieren (nur auf ARA ProRheno). Schliellich
wurde eine Verknupfungsanalyse (linkage analysis, Schollee et al. (2015)) angewendet, um nach
moglichen unbekannten OTPs zu suchen und ihre Entfernung in verschiedenen
Nachbehandlungen zu vergleichen.
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2.3 Detektion der OTPs von 87 MVs

Innerhalb dieses Projekts wurden Synergien mit dem parallel laufenden TRANSFO3;RM Projekt
genutzt, um OTPs von relevanten MVs im Abwasser zu detektieren (Details in Gulde et al. 2021a).
Dort wurden Ozonungsexperimente im Labor in wassrigen Lésungen durchgefiihrt, welche die
organischen Ersatzsubstanzen Acetat und Methanol enthielten, um Ozonungsbedingungen zu
simulieren, die hinsichtlich der Exposition gegentber Ozon und Hydroxylradikalen &hnlich wie im
Abwasser waren. Die 87 ausgewahlten Ausgangs-MVs wurden in 19 Gemische aufgeteilt, was
die Identifizierung von OTPs und Zuordnung zu den Ausgangs-MVs mit einer optimierten Anzahl
von Experimenten ermdglichte.

Im TRANSFO3RM Projekt wurden zwei Ansatze gewahlt, um OTPs zu identifizieren. (1) Ein
Screening nach Signalen, die in den LC-HRMS Messungen der Laborexperimente als OTP
Signale fir jedes MV identifiziert wurden. Dies ergab eine Liste von 1749 potenziellen OTP-
Kandidatensignalen, die 70 Ausgangs-MVs zugeordnet werden konnten. (2) Im Weiteren wurde
ein Screening nach LC-HRMS Signalen durchgefiihrt, die sowohl in den Laborexperimenten als
auch in Proben der Klaranlagen gebildet wurden. Dieser zweite Ansatz war letztendlich
zeiteffizienter und wurde hier auf Proben der vier ausgewahlten Klaranlagen angewendet. Die
Proben aus den Ozonungsexperimenten im Labor von 87 MVs wurden daflir parallel mit den
Abwasserproben gleich wie fur die Non-target Analyse (siehe Kapitel 2.2) gemessen. Die
Messung erfolgte separat mit positiver und negativer Elektrospray-lonisierung auf dem LC-
HRMS/MS.

Zur Detektion von entstehenden Non-target OTP-Substanzen nach der Ozonung wurde der Filter
folgendermassen gewahlt: die Intensitat des Signals in den ozonbehandelten Laborproben
musste mindestens 2x grosser sein als die Intensitat vor der Zugabe von Ozon, und das Signal
musste auch in der Abwasserprobe vorkommen.

2.4 Screening nach vorhergesagten OTP

241 Durchfuhrung und Messung der Laborexperimente

Fur die Versuche wurde biologisch behandeltes Abwasser der Klaranlage Glarnerland am 13.
und 18. Februar 2018 mit 24 Std. Sammelproben genommen und ins Labor transportiert, filtriert,
und <14 Tage im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt, bevor die Laborversuche stattfanden.

Fur die Ozonungsexperimente wurden Aliquote der beiden Proben mit 50 ausgewahlten MVs mit
einer Konzentration von 10 ug/L gespikt, mit einem Phosphat-Puffer bei pH 7.5 stabilisiert, und
mit para-Chlorobenzoesaure (pCBA) dotiert (zur Bestimmung der Hydroxyl-Radikal Exposition).
Nach der Zudosierung von Ozon (iotal transferierte spezifische Ozondosis 0.8 gOs/gDOC)
wurden in regelmassigen zeitlichen Abstanden (0=t0, 15s=t1, 45s=t2, 75s=t3, 105s=t4, 135s=t5,
165s=t6, 210s=t7, 300s=t8, 450s=t9, 600s=t10) Proben genommen, um die Ozonkonzentration
(mittels Indigo-Methode) und Hydroxyl-Radikalkonzentration (durch Messung von pCBA nach
Quenchen mit NaxSO3) und MVs und OTPs mit LC-HRMS/MS zu bestimmen. Insgesamt waren
die Bedingungen in den Laborexperimenten (Ozon- und Hydroxylradikal-Exposition) &hnlich wie
in anderen Abwasser-Ozonungsexperimenten.

Zur chemischen Analyse der MVs und OTPs wurden die ozonbehandelten Proben mit
isotopenmarkieren internen Standards versetzt und mit einer RPLC-ESI-HRMS Methode gemass
Gulde et al. (2021a) gemessen nach direkter Injektion von 100 uL Probe, Verwendung einer
RPLC C18 Waters Atlantis T3 Saule (3.0 x 150 mm, 3 um Partikelgdsse), ESI lonisierung (separat
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positiv und negativ) und einem hochauflésenden Quadrupol Orbitrap HRMS (Thermo Scientific,
QExactive). Parallel dazu wurden die gleichen Proben (nach 1:9 Verdinnung mit Acetonitril) mit
einer zweiten HILIC Saule (Waters BEH Amide) getrennt und gemessen, ebenfalls nach direkter
Injektion von 100 pL Probe.

2.4.2 LC/HRMS/MS Datenanalyse und Aufklarung der OTP Struktur

Zur Detektion der gebildeten Non-target OTPs nach der Ozonung wurde die Non-target
Datenanalyse gemass Schollée et al. (2015) verwendet. Dabei wurde der folgende Filter gewahilt:
die Intensitat des Signals in den ozonbehandelten Proben musste mindestens 4x grosser sein
als die Intensitat vor der Zugabe von Ozon, und die Intensitat des Signals in den mit MV gespikten
Proben musste mindestens 4x grésser sein als in den nicht-gespikten Proben.

Mit der Software O3-PPD (Lee et al. 2017) wurden OTPs von 85 MVs bis zur dritten Generation
ihrer Reaktion mit Ozon vorhergesagt. Es muss beachtet werden, dass mit der Software keine
OTPs vorhergesagt werden, welche durch die Reaktion der MVs mit Hydroxyl-Radikalen
entstehen koénnen. FUr alle vorhergesagten OTPs (>70,000) wurden Substrukturen (e.g.
Aldehyde, Amine, Phenole) zugeordnet, sowie logP (Oktoanol/Wasser Verteilungskoeffizienten)
und Retentionszeiten mit RPLC vorhergesagt.

Die beiden in-silico Fragmentierungsoftware MetFrag und CSI:FingerID wurden verwendet, um
den gemessenen HRMS/MS Spektren mogliche chemische Strukturen zuzuweisen. Die beiden
Programme verwenden unterschiedliche Methoden, um in silico Fragmentierungen von
Strukturkandidaten vorherzusagen. Die Programme suchen nach Strukturen, dessen
vorhergesagte Fragmente am besten zu den gemessenen Fragmenten passen, und erstellen
eine Rangliste der moglichen Strukturen. Die Liste der Strukturkandidaten umfasste die
PubChem Datenbank sowie auch die Liste der vorhergesagten OTPs. Fur die Priorisierung der
OTP Kandidaten und die Zuweisung des dazugehdrigen Ausgangs-MVs wurde die Ahnlichkeit
der OTP Struktur mit den gespikten MVs und bekannten Massen-Differenzen (basierend auf
bekannten Ozonungs-Mechanismen) verwendet. Das resultierende OTP mit der grossten
Wahrscheinlichkeit wurde mit einem «confidence-level» charakterisiert (Schymanski et al. 2014)
um aufzuzeigen, wie vertrauenswirdig die Struktur ist bzw. wieviel Information vorhanden ist,
welche flr diese Struktur spricht.

2.5 Okotoxikologische Biotests

2.5.1 Messprogramm und Probenvorbereitung

Zur Beurteilung der 6kotoxikologischen Effekte wurden ausgewahlte Proben (siehe Tabelle 1) mit
Biotests evaluiert. Auf den ARA Altenrhein, Glarnerland und ProRheno wurden je zwei
Ozonkonzentrationen in jeweils 3 Messkampagnen in 24 bzw. 48 Std. Mischproben nach 3
Behandlungsstufen (Ablauf biologische Behandlung (BIO), Ablauf Ozonung (OZO), Ablauf GAK
(ARA Altenrhein und Glarnerland) bzw. PAK+SF (ARA ProRheno) (AC) untersucht. Eingesetzt
wurden der kombinierte Algentest zur Erfassung von Photosynthese- und Wachstumshemmung,
der Ames-Fluktuationstest zur Erfassung von Mutagenitat, ebenso wie ein Fortpflanzungstest mit
Wasserfléhen. Alle drei Tests kommen im Ozontestverfahren des VSA zum Einsatz (Wunderlin
et al. 2015). Fur den kombinierten Algentest und den Ames-Fluktuationstest wurden die Proben
mit einer Festphasenextraktion 500fach angereichert (Lichrolut RP18-EN Kartuschen, Merck)
(Margot et al. 2013), der Fortpflanzungstest mit Wasserflohen wurde mit nativen Proben
durchgefiihrt.
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2.5.2 Ames-Fluktuationstest

Der Ames-Fluktuationstest diente zur Erfassung von Mutagenitat (eine vererbbare Veranderung
des Erbguts) der Abwasserproben (International Organization for Standardization, 2012). Dieser
Test ist empfindlich, standardisiert, weit verbreitet und wird kontinuierlich weiterentwickelt. Er
wurde durch das Auftragslabor Xenometrix AG (Allschwil, Schweiz) in 384-Well-Platten mit den
angereicherten Proben durchgefuhrt. Zur Erfassung unterschiedlicher Erbgutverdnderungen
wurden zwei verschiedene Bakterienstdmme eingesetzt (Salmonella typhimurium, TA98 und
TA100). Zuséatzlich wurden die Versuche mit und ohne Zugabe von Stoffwechselenzymen (S9-
Mix) zur Simulation von Biotransformation durchgefiihrt. Zur Bestimmung der mutagenen
Wirkung der Abwasserproben (je drei Replikate pro Verdinnung) wurde die Zunahme (fold
increase) der Vertiefungen mit riickmutierten Bakterien im Verhaltnis zur Lésungsmittelkontrolle
bestimmt (18 Replikate). Stieg die Anzahl der positiven Vertiefungen um das Zweifache oder
mehr im Vergleich zum Mittelwert der Losungsmittelkontrolle (Basislinie) an, wurde die Probe als
unklar beurteilt. Bei einem mehrfach héheren Anstieg galt die Probe als deutlich positiv. Lag die
Zahl der positiven Vertiefungen unter der 2fachen Basislinie wurde die Probe als negativ
eingestuft.

2.5.3 Kombinierter Algentest

Der kombinierte Algentest diente zur Beurteilung von Auswirkungen des Abwassers auf
Wachstum und Photosynthese von einzelligen Griinalgen (Raphidocelis subcapitata) (Escher et
al. 2008). Dieser Test wurde am Oekotoxzentrum mit den angereicherten Proben durchgefihrt.
Untersucht wurden die Parameter Photosynthesehemmung (nach 2 Std.) und Wachstums-
hemmung (nach 24 Std.). Eine Hemmung der Photosynthese (Photosystem Il, PSII) ist ein
Summenparameter fiir alle Herbizide mit diesem Wirkmechanismus und deckt auch Mischungs-
effekte ab. Die Hemmung des PSII tritt sehr schnell auf (einige Minuten nach Exposition der Algen
mit einem Wirkstoff / einer Umweltprobe), daher wird dieser Parameter bereits 2 Std. nach
Testbeginn gemessen. Eine Hemmung des Wachstums als Endpunkt wird auch durch Stoffe
verursacht, die nicht primar als Herbizide gelten wie z.B. Triclosan, verschiedene Pharmazeutika
und Metalle. Effektdaten fir Umweltproben werden als Aquivalente der Referenzsubstand Diuron
ausgedriickt (Diuron-Aquivalenz-Konzentrationen, DEQ (ng/L), = die Konzentration der Referenz-
substanz Diuron, die den gleichen Effekt hat wie die Umweltprobe). Die Hemmung des
Wachstums wurde in Basis-Toxizitats-Aquivalenten (Basis-TEQ, mg/L) ausgedriickt.

2.5.4 Fortpflanzungstest mit Wasserflohen

Der Fortpflanzungstest mit Wasserfléhen (Ceriodaphnia dubia) diente zur Beurteilung von
Auswirkungen des Abwassers auf die Nachkommenzahl und Sterblichkeit von Wasserflohen
(AFNOR, 2000). Dieser Test wurde durch das Auftragslabor SOLUVAL (Couvet, CH)
durchgefiihrt. Die Jungtiere (weniger als 24 Std. alt und alle innerhalb von 8 Std. des gleichen
Alters zu Beginn des Tests) wurden bis zu 8 Tage in einem statischen System mit taglichem
Wasserwechsel in verschiedenen Testansatzen exponiert (ein Kontrollansatz und zwei
Abwasserverdiinnungen (90% und 60%) mit 12 Replikaten pro Ansatz). Das Uberleben der
Matter und die Anzahl der Nachkommen wurden Uber die gesamte Testdauer bestimmt. Daraus
wurde die Konzentration ermittelt, die keinen signifikanten Effekt auf die Nachkommenzahl hat
(No Observed Effect Concentration, NOEC).
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3 Resultate

3.1 Verhalten der Gesamtheit von Stoffen in der
Abwasserbehandlung

3.1.1  Methodenentwicklung zur Auswertung von Non-target Analysen

Fir die Auswertung der Non-target Substanzen musste zuerst eine geeignete Methode auf die
Matrix angepasst und validiert werden. Dabei ging es darum, die vielen detektierten Signale, die
von der gleichen Substanz herrihren kénnen (z.B. durch Isotope, Addukte und Signal-
Auftrennung) so zu gruppieren und zu ordnen, dass jedes Signal mdglichst nur einer Substanz
zugeordnet werden kann. Ausserdem wurden falsch-positive Signale und Signale von homologen
Reihen, welche von Tensiden (Garcia et al. 2019, Mairinger et al. 2021) oder Matrix-
Komponenten, wie z.B. Proteinen oder DOM ((Mairinger 2019, Verkh et al. 2018), herrihren,
ausgefiltert. Details zur Methodenentwicklung finden sich in Schollée et al. (2021a). Die total
459’867 ursprunglich detektierten Signale (ESI+) konnten damit auf 50'722 Non-target
Substanzen reduziert werden.

3.1.2 Durchschnittliche Elimination

Insgesamt wurden Proben von 3 Pilotanlagen untersucht, die alle mit dem Kombiverfahren
Vorozonung und Aktivkohle ausgestattet waren. Zwei davon (ARA Altenrhein und ARA
Glarnerland) waren mit einer Vorozonung gefolgt von einem GAK-Filter ausgestattet, auf der
dritten ARA (ARA ProRheno) wurde nach der Vorozonung PAK auf einen Sandfilter (SF) dosiert.
Eine reine GAK-Behandlung (ohne Vorozonung) wurde ebenfalls untersucht (ARA Glarnerland).
Insgesamt wurden 13 Messkampagnen mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen, GAK
Bettvolumina, und PAK-Dosierungen durchgeflhrt. Auf der ARA ProRheno wurden auch Proben
ohne Ozondosierung gemessen, wobei unerwarteter Weise relativ viele entstehende Signale
detektiert wurden. Diese kédnnen von biologischen Abbauprodukten herriihren, welche im Biofilm
auf den Wanden der Ozonkolonnen gebildet wurden. Ein Teil sind eventuell auch analytische
oder Probenahme-bedingte Abweichungen. Sie wurden als falsch-positive Signale von allen
Proben herausgefiltert.

Mit der Non-target Analytik wurden die sogenannten Non-target Substanzen detektiert. Diese
beinhalten nicht nur die MVs, sondern auch die Bestandteile der Matrix. Dabei werden die
Intensitaten von Signalen angeschaut. Eine Quantifizierung ist so zwar nicht mdglich, die
Intensitat kann jedoch als ungefahres Proxy fiir die Konzentration betrachtet werden. Im Vergleich
zu allen Non-target Substanzen des Zulaufs wurden die Intensitaten der Signale von 66
ausgewahlten Mikroverunreinigungen (66MV) angeschaut. Ausserdem wurde mit der Elimination
der 12 quantifizierten Leitsubstanzen (12LS) verglichen (auf ProRheno nur 6 LS, da nicht alle
12LS gemessen wurden). Die quantitative Messung der Leitsubstanzen erfolgte hauptsachlich in
anderen Projekten (siehe Kapitel 2.1).

Als erstes wurde die durchschnittliche Elimination der Non-target Substanzen, der 66MV, und der
12LS angeschaut (siehe Abbildung 2).

Generell verhielten sich die 66MV und 12LS recht ahnlich, wobei die 12LS Uber die ganze ARA
leicht besser als die 66MV entfernt wurden. Die 66MV wurden biologisch etwas besser abgebaut,
die 12LS etwas besser in der weitergehenden Behandlung, wobei jedoch zu beachten ist, dass
die 66MV nur halbquantitativ (Uber Signalintensitaten) evaluiert wurden. Gegenliber den Non-
target Substanzen ergaben sich aber zum Teil gréssere Unterschiede.
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Abbildung 2  Durchschnittliche relative Elimination von Substanzen in den einzelnen Stufen in drei ver-

schiedenen ARAs. Non-target Substanzen (blaue Balken), 66 Mikroverunreinigungen (graue Punkte),
12 Leitsubstanzen (orange Punkte); negative Eliminationen wurden jeweils auf «0» gesetzt. GL: ARA
Glarnerland ohne (noOs) und mit Vorozonung (0.2 gO3/gDOC) und GAK-Filter (bei 7'500, 18’000 und
32°000 Bettvolumen (BV)). AR: ARA Altenrhein mit Vorozonung (0.2 oder 0.3 gO3/gDOC) und GAK-
Filter (bei 44’000-48'000 BV). PR: ARA ProRheno ohne (noOs) und mit Vorozonung (0.1-0.3
g03/gDOC) und 7.7 - 13.6 mg/L PAC (rickgefuhrt in Biologie).

Folgende Resultate wurden gefunden:

In der Biologie wurden die Non-target Substanzen durchschnittlich zu 77-86% eliminiert. Fir
die ausgewahlten 66MV und die 12LS wurden in der Biologie deutlich niedrigere
Eliminationen gefunden (im Bereich 0-40%; ARA ProRheno etwas hoher wegen
rickgefuhrter PAK aus Nachbehandlung). Die schlechtere Elimination der 66MV und 12LS
ist nicht erstaunlich, weil die Auswahl von MVs auf solchen Substanzen beruht, welche
bezliglich biologischem Abbau eher persistent sind. Viele in der Biologie entfernten Non-
target Substanzen sind wohl auch matrixbezogene Verbindungen.

In der Ozonung mit einer spezifischen Ozondosis von 0.2-0.3 gOs/gDOC wurden die
restlichen Non-target Substanzen in den ARA Glarnerland und Altenrhein zu 30-40% entfernt
(in ProRheno: 52-55% mit 0.1-0.3 gO3/gDOC). Die Elimination der 66MV und 12LS war bei
einer Ozondosierung von 0.2 gO3/gDOC ahnlich tief (20-40%), etwas hoher bei 0.3
g03/gDOC (ca. 60%). Auf der ARA ProRheno wurden die 66MV und die 12LS viel besser
eliminiert (70-90%). Hier wurden also signifikant hohere Eliminationen beobachtet als in den
anderen ARAs bei ahnlichen Ozondosierungen. Basierend auf diesen Werten und auf der
beobachteten Elimination von quantifizierten MVs (Krahnstover et al. 2018), muss
angenommen werden, dass die an diesem Standort applizierten Ozondosen hdoher waren als
berichtet und eine relativ hohe Unsicherheit aufwiesen.

In den GAK-Filtern wurden 47-69% der Non-target Substanzen eliminiert, unabhangig von
Bettvolumen (BV) bzw. mit/ohne Vorozonung. Bei den 66MV und den 12LS zeigten sich aber
Unterschiede in den Verfahren: schlechtere Elimination in den GAK Filtern ohne Vorozonung
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(Elimination kleiner als 80% ab 17'000 BV), wahrend die GAK-Filter nach der Vorozonung
die MV besser eliminierten. Inklusiv der Vorozonung (0.2 gOs/gDOC) konnten >80% bis
33'000 BV gehalten werden.

e Auf der ARA ProRheno wurden mit 7.7-12.5 mg/L PAK 40-45% der Non-target Substanzen
eliminiert, ohne Korrelation zu den PAK-Dosierungen. Die 66MV und die 12LS wurden zu
etwas grosserem Prozentsatz eliminiert (60-80%), mit schwacher Abhangigkeit von der PAK
Dosis bei grossen Unsicherheiten. Dies legt die Frage nahe, wie genau die PAK-Dosierung
war. Ausserdem erschweren die bei PR angewendeten héheren Ozondosen die Beurteilung
der Nachbehandlung PAK+SF, da aufgrund der hohen Elimination in der Ozonung die
Substanzen bereits im Zulauf der Nachbehandlung in Konzentrationen nahe der
Nachweisgrenze vorlagen. Dadurch kann eine zusatzliche Elimination in der
Nachbehandlung nicht gut quantifiziert werden, weshalb die Elimination in PAK+SF
wahrscheinlich unterschatzt wird.

e Uber die ganze ARA wurden die Non-target Substanzen zu 84-92% eliminiert, ohne grosse
Unterschiede in den Verfahren. Die 66MV und die 12LS wurden in der GAK-Filtration ohne
Vorozonung ab ca. 17'000 BV weniger als zu 80% eliminiert, in allen anderen Verfahrens-
kombinationen durchschnittlich mehr als 80%.

Als Fazit ergibt sich, dass die Analyse der Gesamtheit an Non-target Substanzen nur bedingt
geeignet ist, um die weitergehenden Verfahren zu beurteilen, weil die Unterschiede meist gering
sind. Die durchschnittliche Elimination der Auswahl der 66 Substanzen war jedoch recht
aussagekraftig, und ist sehr ahnlich wie diejenige der 12LS.

Eine solche Auswertung Uber die «durchschnittliche Elimination» muss jedoch mit Vorsicht
betrachtet werden. Sobald ein Stoff im Ablauf, d.h. nach seiner Elimination in der Stufe, unter die
Bestimmungsgrenze fallt, wird die berechnete Elimination unterschatzt.

3.1.3 Elimination grosser als 80%

Aus diesem Grund wurde eine weitere Auswertungsmethode in der Non-target Methode gewahit
(Schollée et al. 2021a). Dabei wird zwischen den Substanzen unterschieden, deren Signal in der
Reinigungsstufe um mehr als 80% oder um weniger als 80% verringert wird. Die Auswertung
nach dieser Methode ist in Abbildung 3 aufgezeichnet.

Generell zeigen alle ARAs eine grosse Reduktion der Anzahl Non-target Substanzen vom Zulauf
zum Ablauf. Dabei muss beachtet werden, dass auch eine erhebliche Anzahl der Non-target
Substanzen, die im Ablauf detektiert wurden, in den einzelnen Stufen gebildet werden, d.h. nicht
Non-target Substanzen sind, welche bereits im Zulauf vorhanden waren (dunkelgraue Balken).
Im Durchschnitt aller Klaranlagen bestand das Abwasser im Ablauf nur zu 45% aus Non-target
Substanzen aus dem Zulauf. Der Rest wurde in der biologischen Behandlung, wahrend der
Ozonung oder in der Nachbehandlung mit GAK oder PAK+SF gebildet. Allerdings wiesen die
neugebildeten Substanzen viel geringere Intensitaten auf und sind damit vermutlich geringer
konzentriert.

Auch mit dieser Methode wurden «alle» Non-target Substanzen mit der Auswahl der 66MV
verglichen. In Abbildung 4 ist aufgezeichnet, in welchen Behandlungsstufen wieviel der
Substanzen aus dem Zulauf zu mehr als 80% eliminiert werden.
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Abbildung 4 Verhalten und Elimination der Substanzen vom Zulauf der ARAs in jeder Stufe der
Abwasserbehandlung (BIO: in biologischer Behandlung, OZO: in Ozonung, AC: in Nachbehandlung mit
Aktivkohle). (a) Non-target Substanzen und (b) 66 Mikroverunreinigungen (66MV). Die Farben zeigen,
in welcher Stufe wieviel Prozent der Substanzen vom Zulauf der ARA zu mehr als 80% wurden, bzw.
welche als persistent gelten (violett) und im Ablauf der ARA noch vorhanden waren. GL: ARA
Glarnerland ohne und mit Vorozonung (0.2 gOs/gDOC) und GAK-Filter (bei 7'500, 18’000 und 32’000
Bettvolumen (BV)). AR: ARA Altenrhein mit Vorozonung (0.2 oder 0.3 gO3/gDOC) und GAK-Filter (bei
44°000-48°000 BV). PR: ARA ProRheno ohne und mit Vorozonung (0.1-0.3 gO3/gDOC) und 7.7 - 13.6
mg/L PAC (riickgefuhrt in Biologie).

Folgende Aussagen kdonnen getroffen werden:

¢ In der Biologie wurden die meisten der Non-target Substanzen eliminiert (66-81% wurden
zu >80% eliminiert). Im Gegensatz dazu wurden nur 6-42% der 66MV zu >80% entfernt. In
PR ist die Elimination héher, weil dort PAK in die biologische Reinigung rezirkuliert wurde.

e In der Ozonung wurden 7-18% der Non-target Substanzen vom Zulauf in Glarnerland und
Altenrhein mit einer spezifischen Ozondosis von 0.21+0.08 gOs/gDOC zu >80% eliminiert,
bzw. 3-28% der 66MV Substanzen. In Altenrhein wurden weniger der Non-target Substanzen,
die nach der biologischen Behandlung detektiert wurden, bei 0.15+£0.03 gO3/gDOC (6.4%)
als bei 0.33+£0.04 gOs/gDOC (24.8%) zu >80% eliminiert, ahnlich wie die 66 MV (4 bzw. 17
MV bei den beiden Ozondosen). In ProRheno wurden signifikant hohere Eliminationen
beobachtet als in den anderen ARAs bei ahnlichen Ozondosierungen, weil hier die
Ozondosen wohl héher waren als berichtet (siehe Kapitel 3.1.2).

e Bei PAK-Dosierungen von 7.7 und 13.6 mg/L wurden 8-21% der restlichen Non-target
Substanzen vom Zulauf und 13-59% der 66MV-Verbindungen zu >80% entfernt, ohne
deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen PAK-Dosen. Die bei PR angewendeten
hoheren Ozondosen erschweren die Beurteilung der Nachbehandlung PAK+SF, wie in
Kapitel 3.1.2 diskutiert.

¢ In den GAK-Filtern auf der ARA Glarnerland wurden wie erwartet mehr der restlichen Non-
target Substanzen nach der Vorozonung im relativ frischen GAK bei 7°000-8'000 BV (33%)
als im weniger frischen GAK bei 17°000-33’000 BV (18-25%) eliminiert. Die GAK-Filter
eliminierten auch bei hohen Bettvolumen (45’000 BV) nach einer Vorozonung noch sehr viele
der 66MV (40-50%) zu mehr als 80%. Eine Vorozonung erhdhte die Gesamtentfernung
zusatzlich. Der GAK-Filter allein konnte bei 30°000 BV eine ziemlich grof3e Anzahl (25%) der
verbleibenden Non-target Substanzen zu >80% entfernen.

e Uber die ganze ARA wurden in allen Behandlungsstufen mehr als 80% der Non-target
Substanzen zu >80% eliminiert. Eine Ausnahme bildet der GAK-Filter ohne Vorozonung. Hier
wurden bereits ab 17'000 BV weniger als 80% der Non-target Substanzen und der 66MV
zu >80% eliminiert. Die 66MV zeigten eine grossere Elimination in der weitergehenden
Behandlung (38-83% zu >80% eliminiert) als in der Biologie.

Allgemein sind diese Resultate sehr gut mit der vorherigen Auswertung der «durchschnittlichen
Elimination» vergleichbar. Die Biologie leistet sehr viel zur Elimination von Non-target Substanzen
im Abwasser, jedoch signifikant weniger fur die Auswahl der 66MV. Dies hat wohl mit der Auswahl
der 66MV zu tun und auch damit, dass ein Grossteil der Non-target Substanzen Bestandteile der
Matrix und nicht MVs sind. Es wurden nur kleine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
weitergehenden Behandlungen fiir die Non-target Substanzen wie auch fiir die 66 MV beobachtet,
aber gemass den erwarteten Trends. Uber die ganze ARA wurden in allen Behandlungsstufen
mehr als 80% der Non-target wie auch der 66MV zu >80% entfernt, ausser bei der GAK-Filtration
ohne Vorozonung ab 17'000 BV. Die weitergehende Behandlung erbrachte also eine signifikante
Erhéhung der Elimination der 66MV. Eine Vorozonung erhdhte die Gesamtentfernung, was vor
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allem dann wichtig ist, wenn die GAK-Filtration z.B. bei Regenereignissen nicht optimal
funktioniert (Bohler et al. 2020a, McArdell et al. 2020). Der GAK-Filter nach der Ozonung
eliminiert auch bei 48'000 BV immer noch eine recht grosse Anzahl von Non-target Substanzen
und auch Substanzen der 66MV Liste.

3.1.4 Industrie-Chemikalien

Fur die Proben der ARA ProRheno wurde ein Klassifizierungsmethode angewandt, um
potenzielle industrielle Non-target Substanzen herauszufiltern. Nur fir diese ARA waren genug
Proben vorhanden, um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten. Dabei wurde untersucht,
welche von den Non-target Substanzen im Industrie-Zulauf die héchsten Intensitaten und die
hdchsten Intensitats-Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben aufwiesen. Mit dieser
Methode wurden 1207 Non-target Substanzen herausgefiltert. Durch Vergleich der MS/MS
Spektren mit Datenbanken konnten davon 54 Substanzen identifiziert werden. Zur endgultigen
Bestatigung waren jedoch keine Referenzsubstanzen vorhanden (d.h. confidence level 2b nach
Schymanski et al. 2014). Zwei Beispiele sind in Abbildung 5 aufgefihrt.

Die Mehrzahlt der 1207 potenziellen industriellen Non-target Substanzen wurden in der
biologischen Behandlung zu >80% eliminiert. In der Ozonung wurden zusatzlich 9% der
Substanzen eliminiert, und weniger als 3% waren persistent.
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Abbildung 5 Intensitatsprofile zweier potentiellen Industrie-Chemikalien im Zulauf der ARA ProRheno
(Konfidenzniveau 2b) (a) 18B-Glycyrrhetinsdure und (b) Praziquantel. Auf der x-Achse ist das Datum
der Probenahme (JJJJ-MM-TT) und auf der y-Achse die absolute Intensitat des Signals aufgetragen.
Bei der anschlieRenden Abwasserbehandlung werden beide Substanzen vollstandig entfernt, 18-
Glycyrrhentinsaure vollstandig in der biologischen Behandlung, Praziquantel teilweise in der
biologischen Behandlung (77 % Intensitatsreduktion) und vollstandig bei der Behandlung mit Ozonung
gefolgt von PAK+SF.
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3.2 Beurteilung der Abwasserbehandlung mit Biotests

Zur Beurteilung der 6kotoxikologischen Effekte des Abwassers wurden drei verschiedene
Biotests an ausgewahlten Proben in mehreren Messkampagnen untersucht (siehe Tabelle 1).

3.2.1 Fortpflanzungstest mit Wasserflohen

Es wurden keine negativen Auswirkungen des Abwassers der ARA Glarnerland, Altenrhein und
ProRheno auf die Fortpflanzung von Wasserflohen (Ceriodaphnia dubia) gemessen. Teilweise
trat in den Abwasserproben eine hohere Nachkommenzahl als in der unbelasteten Kontrolle auf,
vermutlich aufgrund von hdherer Nahrstoffverfigbarkeit in diesen Proben.

3.2.2 Kombinierter Algentest

Es wurden keine Auffalligkeiten auf den ARA Altenrhein und ProRheno mit dem kombinierten
Algentest mit einzelligen Grunalgen (Raphidocelis subcapitata) mit Probenextrakten gemessen
(Abbildung 6). Die Werte lagen im Bereich von friiheren Messungen auf ARAs. Die Gesamt-
elemination von Ozonung + AC betrug auf der ARA Altenrhein 85% fur den Parameter PSII-
Hemmung und 89% fir den Parameter Wachstumshemmung. Auf der ARA ProRheno lagen
diese Werte bei 75% (PSll-Hemmung) und 78% (Wachstumshemmung).
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Abbildung 6 Kombinierter Algentest: Photosynthesehemmung (Diuron-Aquivalenzkonzentration, DEQ,
ng/L, links) und Wachstumshemmung (Basis-Toxizitats-Aquivalenzkonzentration (Basis-TEQ, mg/L),
rechts). A: ARA Altenrhein (AR), B: ARA ProRheno (PR), 6 Probenahmen (je 3 mit gleichen
Ozondosen) vom Juli und September 2018 (AR) und April-August 2017 (PR). BIO = Ablauf
Nachklarbecken. OZO = nach Ozonung bei zwei Dosierungen, AC = nach GAK bei ca. 44’000-48'000
BV (AL) bzw. nach PAK (PR). Linie = Mittelwert.
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Auf der ARA Glarnerland zeigten alle Proben des Ablaufs der biologischen Behandlung eine
starke Wirkung auf Algenphotosynthese und -wachstum (Abbildung 7). Sie zeigten eine
aussergewohnlich hohe DEQ bezogen auf die Hemmung der Photosynthese nach 2 Std. und
sehr hohe Basis-TEQ bezogen auf die Hemmung des Wachstums der Griinalgen nach 24 Std.
Die gemessenen Werte sind um einiges hoher als Messungen von 27 anderen Klaranlagen der
Schweiz (Abbildung 8).

Die Ozonung brachte jedoch eine Verbesserung, wobei die Abnahme der Toxizitat bei hdherer
Ozondosis hoher ausfiel (Abbildung 7). GAK verursachte eine weitere deutliche Reduktion. Die
Gesamtelemination von Ozonung + GAK betrug auf der ARA Glarnerland 100% fir den
Parameter PSll-Hemmung und 84% fir den Parameter Wachstumshemmung. Nach der GAK-
Filtration wurde der dkotoxikologische Beurteilungswert flr Oberflachengewasser von 70 ng/L
DEQ (Escher et al. 2018, Kienle et al. 2018) unterschritten. Dabei ist zu beachten, dass diese
Messung im Ablauf des GAK bei rund 9000 BV stattgefunden hat. Eine spatere Messung
innerhalb dem Glarnerland-Projekt zeigte auch bei 15’500 BV Ablaufkonzentrationen unterhalb
70 ng/L DEQ (McArdell et al. 2020).
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Abbildung 7  Kombinierter Algentest: Photosynthesehemmung (Diuron-Aquivalenzkonzentration, DEQ,
ng/L, links) und Wachstumshemmung (Basis-Toxizitats-Aquivalenzkonzentration (Basis-TEQ, mg/L),
rechts) auf der ARA Glarnerland. 6 Probenahmen (je 3 mit gleichen Ozondosen) vom Juni 2017. BIO
= Ablauf Nachklarbecken, OZO = nach Ozonung bei zwei Dosierungen, AC = nach GAK 3a bei ca.
9000 BV. Linie = Mittelwert.
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Abbildung 8 Photosynthesehemmung nach 2 Std. (Diuron-Aquivalenzkonzentration DEQ, links) und
Wachstumshemmung nach 24 Std. (Basis-TEQ, rechts) im kombinierten Algentest der sechs Proben
im Ablauf Nachklarbecken (BIO) in ARA Glarnerland (GL) vom Juni 2017 im Vergleich zu BIO-
Messungen aus anderen Studien in der Schweiz (Daten von 27 ARA). Box-Whisker-Diagramm: Linie
= Median, Box = 50% der Daten oberhalb und unterhalb des Medians, Fehlerbalken: 10.-90. Perzentile,
Punkte: Messwerte ausserhalb dieses Bereichs).



Schlussbericht Evaluation Verfahren (SCREEN-O3TP) 20

In den gleichen Proben wurde auch Diuron gemessen, das bekanntlich sehr algentoxisch ist
(Diuron ist die Referenzsubstanz im Algentest). Die Photosynthesehemmung aus dem Biotest
wird, wie oben erwahnt, entsprechend als Diuron-Aquivalenz-Konzentration (DEQui,) ausgedriickt,
und kann mit der Konzentration von Diuron aus der chemischen Analyse (Diurongnem) verglichen
werden. In Abbildung 9 ist dieser Vergleich flr alle gemessenen Proben in den sechs
Probenahmen dargestellt. Es zeigt sich eine sehr gute Korrelation zwischen der Algentoxizitat
und der Diuron-Konzentration im (behandelten) Abwasser.

Die Wirkung auf die Photosynthese kann durch hohe Konzentrationen an Diuron aus der Industrie
erklart werden. Dieses Beispiel zeigt, dass in Einzelfallen auch nur ein Stoff der Verursacher von
Toxizitat sein kann. Nach Kontaktaufnahme der Eawag mit dem Hersteller beschloss dieser ab
etwa 2020 vollstandig auf den Einsatz von Diuron zu verzichten.
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Abbildung 9  Vergleich der Diuron-Aquivalenz-Konzentrationen aus der Photosynthesehemmung im
Algentest (DEQvio) mit der gemessenen Diuron-Konzentrationen (Diuronchem) in 6 Proben auf der ARA
Glarnerland. Die Pfeile zeigen Werte, bei denen die Bestimmungsgrenze von Diuron unterschritten
wurde (hier ist die Bestimmungsgrenze dargestellt, wobei der wahre Wert auch tiefer liegen kann).

3.2.3 Ames-Fluktuationstest

Auf der ARA Altenrhein war eine geringe bis mittlere Mutagenitdt nach Ozonung in den
angereicherten Proben vorhanden (siehe Tabelle 2A und Abbildung 10A), welche jedoch durch
die GAK-Filtration wieder eliminiert wurde. Bei der ARA ProRheno war keine Mutagenitat nach
Ozonung zu beobachten. Es war jedoch konsistent Uber einen langen Zeitraum eine hohe
Mutagenitat nach dem Sandfilter vorhanden (siehe Tabelle 2B und Abbildung 10B). Teilweise trat
dies auch in verdinnten Proben noch auf. Dieser Befund ist ungewdhnlich und wurde weder bei
Versuchen auf ARA ProRheno in 2013 noch bei Versuchen im Rahmen des VSA
Ozontestverfahrens beobachtet (Kienle et al. 2013, Wunderlin et al. 2015). Deshalb wurden
weitere Versuche auf der ARA ProRheno durchgefiihrt. In einem parallel dazu installierten und
identisch betriebenem zweiten (neuen) Pilotsandfilter trat dieser Effekt Gber einen Zeitraum von
3 Monaten nicht auf (Kienle et al. 2020). Deshalb wird die im Juni 2017 gemessene hohe
Mutagenitat auf den verwendeten Pilotsandfilter zurickgefuhrt.
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Tabelle 2

16.7.2018 0.1903/gDOC
17.7.2018 0.1g03/gDOC
18.7.2018 0.1g03/gDOC

Ames-Fluktuationstest auf den ARA Altenrhein und ProRheno: Beurteilung der Mutagenitat
des biologisch behandelten (BIO), des ozonierten (OZO) und des mit Aktivkohle (AC, AR: ca.
44'000-48'000 BV, PR: PAK+SF) behandelten Abwassers auf den Pilotanlagen. Mutagenitat
negativ (grun), unklar (grau), positiv (rot, leer (gering), + (mittel), ++ (hoch), +++ (sehr hoch),
unterstrichen (Effekte bei 1.25x Konz.)).

392018 0.3 903/ gDOC
492018 0.3 g03/gDOC
592018 0.3 g 03/ gDOC

4.-6.42017
10.-12.42017 0.2g03/gDOC
18.-20.4.2017 0.2g03/gDOC

0.2 g 03/ g DOC

18.-20.7.2017 0.5903/gDOC
25.-27.7.2017 0.5g03/gDOC
8.-10.8.2017 0.5g03/gDOC
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Abbildung 10  Ames-Fluktuationstest (Stamm TA98-S9) auf (A) ARA Altenrhein (AR) und (B) ProRheno

(PR): M

utagenitat der Proben vom 5. Sept. 2018 (AR) und vom 18.-20. Juli 2017 (PR) vor der Ozonung

(BIO), nach der Ozonung mit 0.3 gOs/gDOC (OZO) und nach AC (AR: GAK-Filter bei ca. 48'000 BV,
PR: PAK+SF). X-Achse zeigt den Anreicherungsfaktor, Y-Achse die Anzahl Wells mit Mutagenitat, die
rote Linie (2xBlindwert) die Basislinie, rechter Balken (rosa) die Positiv-Kontrolle (2-NF, 2- Nitrofluoren).
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Die Proben der ARA Glarnerland zeigten eine starke bis sehr starke Mutagenitdt nach der
Ozonung in den BakterienstammenTA98-S9 und TA98+S9 (siehe Tabelle 3 und Abbildung 11).
Die Mutagenitat (Stamm TA98-S9) war teilweise auch in verdinnten Proben noch vorhanden, d.h.
solchen in denen die angereicherte Probe bis unter die 1fache Konzentration (= native Probe)
verdinnt wurde. In bisherigen Studien (z.B. Fux et al. 2015; Kienle et al. 2011, Kienle et al. 2017,
Magdeburg et al. 2014, Schindler Wildhaber et al. 2015, Stalter et al. 2010) wurde teilweise auch
eine erhdhte Mutagenitdt nach Ozonung gemessen, jedoch nur nach Aufkonzentration der
Proben und sie war deutlich geringer als auf der ARA Glarnerland. Nach GAK-Filtration wurde
diese Mutagenitat jedoch wieder stark reduziert, und es wurden keine oder nur leicht mutagene
Effekte gemessen.

Tabelle 3  Ames-Fluktuationstest (Stamm TA98-S9) auf der ARA Glarnerland: Beurteilung der
Mutagenitat des biologisch behandelten (BIO), des ozonierten (OZ0) und des mit GAK3a (bei
ca. 9000 BV) behandelten Abwassers auf der Pilotanlage. Mutagenitat negativ (griin), unklar
(grau), positiv (rot, leer (gering), + (mittel), ++ (hoch), +++ (sehr hoch), unterstrichen (Effekte
bei 1.25x Konz.)).

ARA Glarnerland TA98-S9 TA98+S9 TA100-S9 TA100+S9
Probenahmedatum Ozonkonzentration | BIO OZO AC |BIO OZO AC |BIO 0OZO AC |BIO 0ZO AC
5-66.2017 02g03/gDOC
6-7.6.2017 0.2g03/gDOC
7-86.2017 0.2g03/gDOC
19.-20.6.2017 0.5g 03/ gDOC
20.-216.2017 0.5g03/gDOC
21.-226.2017 0.5g03/gDOC
B'O TASE 59 GL16 OZO TA98 59 GL1T AC TA%E 59 GL18
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Comzertrati on factor Carvertration factor Comcartrationfactor
® Fald ine. ower BLEz2 ® Fold inc. oner BL22 ® Fold ire. oner BLE2
Abbildung 11 Mutagenitat der Proben vom 21.-22. Juni 2017 auf der ARA Glarnerland vor der Ozonung

(BIO), nach der Ozonung mit 0.2 gO3/gDOC (OZO) und nach AC (GAK-Filter 3a bei ca. 9'000 BV). X-
Achse zeigt den Anreicherungsfaktor, Y-Achse die Anzahl Wells mit Mutagenitat, die rote Linie
(2xBlindwert) die Basislinie, rechter Balken (rosa) die Positiv-Kontrolle.

Die Messungen zeigen, dass die Toxizitdt, wenn sie nach der Ozonung steigt, in den
Nachbehandlungen wieder entfernt wird. GAK kann, auch bei sehr hohen BV, die Mutagenitat,
die in der Ozonung entsteht, gut entfernen und auch nach der Ozonung noch vorhandene
algentoxische Stoffe gut eliminieren.
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3.3 Ozonungs-Transformationsprodukte (OTPs) und deren Verhalten
in der Abwasserbehandlung

3.3.1  Verhalten von Non-target OTP Signalen

Mit der Trend-Analyse wurden 5-13% der Non-target Substanzen (total 1911) durch deren
Zunahme in der Ozonung als OTPs klassifiziert. 53 davon wurden in anderen Studien identifiziert
(u.a. in der zweiten Studie, siehe Kapitel 3.3.2). Viele der restlichen OTPs sind vermutlich
Transformationsprodukte aus der Matrix. Die Anzahl gebildeter Non-target Substanzen korrelierte
nicht mit der Ozondosis, was bereits in einer friheren Studie mit einer grésseren Bandbreite an
Ozondosen gefunden wurde (Schollée et al. 2018).

681+9% der Non-target OTP Substanzen, die in der Ozonung entstanden sind, wurden in den
Nachbehandlungen zu mehr als 80% eliminiert. Die eliminierten Non-target OTPs hatten héhere
Massen und Retentionszeiten als diejenigen, die nicht gut eliminiert wurden, d.h. die persistenten
Substanzen waren eher die niedermolekularen und polaren Stoffe.

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Nachbehandlungen fir die Elimination der Non-
target OTP Substanzen waren aber nicht sehr gross. Diese Methode ist deshalb nur bedingt
brauchbar bzw. aussagekraftig, um das Verhalten von Reaktionsprodukten aus der Ozonung
abzuschatzen. Auch kann ohne weitergehende Identifizierung nicht unterschieden werden, ob
die Non-target OTP Substanzen aus den MVs oder aus der Matrix entstanden sind.

3.3.2 Verhalten von OTPs von bekannten MVs

Um spezifisch Transformationsprodukte von MVs zu identifizieren, ist ein Suspect-Screening
ndtig, in welchem spezifisch nach Transformationsprodukten gesucht wird, die sich in der
Ozonung aus bekannten MVs gebildet haben.

Dazu wurden Synergien zu einem anderen, parallel laufenden Projekt (TRANSFO3;RM-Projekt)
genutzt. Anhand einer eigens entwickelten Methode (siehe Kapitel 2.3, Gulde et al. 2021a)
wurden in Abwasserproben 84 relevante OTPs von 40 Ausgangs-MVs identifiziert, 1-7 OTPs pro
MV. Fur 83 dieser OTPs konnten chemische Strukturen durch Interpretation von MS/MS-
Spektren und Expertenwissen in der Ozonchemie vorgeschlagen werden. 48 OTPs (58%)
wurden vorher in der Literatur nicht beschrieben.

Das Verhalten der verifizierten OTPs wurde in dieser Studie in verschiedenen Nachbehandlungs-
schritten untersucht (siehe Abbildung 12). Nur 56 OTPs mit einem eindeutigen MS/MS-Spektrum
wurden dafir angeschaut, wobei nicht alle OTPs auf jeder Klaranlage gefunden wurden (42-53).
Die Reduktion des OTP-Signals in der Nachbehandlung wurde fiir eine Klassifizierung dessen
Verhaltens wie folgt bewertet: «entfernt» bei Signalreduktion >50%, «stabil» zwischen 50% und
-50%, und «gebildet» bei <-50%.
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Abbildung 12 Verhalten von OTPs in verschiedenen Nachbehandlungen, die entsprechend ihrer
relativen Signalreduktion drei Kategorien zugeordnet wurden: entfernt, stabil und gebildet (siehe Text
fur Definition). Zwei Kampagnen auf der ARA Neugut (NG) mit einem biologischen Sandfilter (SFa und
SFb), drei Kampagnen auf der ARA Glarnerland (GL) mit einem GAK-Filter beprobt bei GAK1a:16'000
Bettvolumen (BV), GAK1b: 25’000 BV, GAK1c: 35'000 BV, eine Kampagne auf der ARA Altenrhein
(AR) mit einem GAK-Filter beprobt bei GAK2: 48’000 BV, und eine Kampagne auf der ARA ProRheno
(PR) mit 13 mg/L PAK dosiert auf einen Sandfilter (PAK). Die Anzahl der OTPs in den verschiedenen
Kategorien ist ebenfalls in der Grafik angegeben.

Auf der ARA Neugut waren 47 (89%) der 53 identifizierten OTPs im Sandfilter stabil. Nur 4 OTPs
(6%) wurden entfernt, wahrscheinlich durch biologischen Abbau: ein OTP von Carbamazepin,
auch BQM genannt (wie auch schon anderweitig beobachtet, sieche Hlubner et al. 2014), zwei
OTPs von Flufenaminsdure und eines von Lidocain. 3 OTPs wurden gebildet, u.a. BaQD, ein
anderes OTP von Carbamazepin, gebildet durch den Abbau von BQM. Eine systematische
Bewertung des Abbaus der OTPs im Vergleich zu ihren Ausgangs-MVs basierend auf
ozonreaktiven funktionellen Gruppen wurde in einer anderen Studie flr ozontes Oberflachen-
wasser, gefolgt von einem biologischen Sandfilter, durchgefiihrt (Gulde et al. 2021b).

Im GAK-Filter auf der Klaranlage Glarnerland, der bei drei verschiedenen Laufzeiten beprobt
wurde (16’000, 25’000 und 35’000 BV), wurden 40-58% der identifizierten OTPs entfernt, also
eindeutig mehr als beim biologischen Sandfilter. Weniger OTPs (33-45%) waren stabil und 7-14%
wurden gebildet. Im Vergleich der verschiedenen Laufzeiten wurden ahnliche Ergebnisse bei
16’000 und 25’000 BV erhalten (23/25 OTPs entfernt, 53/58%), und bei 35°000 BV wurden
weniger OTPs entfernt (17 OTPs, 40%).

Im GAK-Filter auf der Klaranlage Altenrhein (beprobt bei 48’000 BV) war der Anteil der entfernten
OTPs (11 OTPs, 23%) noch geringer als auf der ARA Glarnerland. Weitere OTPs waren stabil
(25 OTPs, 53%) oder wurden gebildet (11 OTPs, 23%). Dies bestatigt den Trend einer weniger
effizienten OTP-Reduktion bei langeren GAK-Filterlaufzeiten, was durch die geringere
Adsorptionskapazitat von GAK-Filtern mit zunehmender Betriebszeit erklart werden kann
(Crittenden et al. 2005). Zusatzlich zu den Adsorptionsstellen weisen GAK-Filter einen Biofilm auf,
der eine Biotransformation ermdglicht (Reungoat et al. 2012). Es ist jedoch schwierig, Sorption
und Biotransformation zu unterscheiden. Von den im GAK-Filter gebildeten OTPs zeigten vier
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eine klare Tendenz zur starkeren Bildung Uber die Zeit (ein OTP von Candesartan, eines von
Carbamazepin (BaQD), eines von Diclofenac und eines von Phenazon). Hochstwahrscheinlich
sind diese OTPs auch Biotransformationsprodukte der Ausgangs-MVs oder anderer OTPs.

In der Klaranlage ProRheno wurde das ozonbehandelte Abwasser mit 13 mg/L PAK, dosiert auf
einen Sandfilter, behandelt. Diese Nachbehandlung schnitt mit 87% OTP-Reduktion (46 OTPs)
signifikant besser ab als die GAK- oder Sand-Filtration. Dieses Ergebnis entspricht den
Erwartungen, weil dem Sandfilter kontinuierlich frische PAK zugefuhrt wird, was eine bessere
Sorption von MVs und OTPs im Vergleich zu einem sich erschépfenden GAK-Filter ermdglicht.

Zusammenfassend ergibt sich, dass der Sandfilter die detektierten OTPs von 40 MVs kaum
entfernt (89% stabil, 6% entfernt), im GAK-Filter werden bedeutend mehr OTPs entfernt (23-58%),
mit Tendenz zu einer Abnahme mit héheren Bettvolumen, wahrend in der PAK-Behandlung
(Dosierung von 13 mg/L PAK auf Sandfilter) am meisten OTPs entfernt werden (87%).

3.3.3 Screening nach vorhergesagten OTPs aus «in silico»
Fragmentierung

Methodenbeschreibung

Fur die Aufklarung bzw. Bestatigung der chemischen Struktur einer Substanz ist dessen MS-
Spektrum notwendig. Das gemessene Spektrum wird mit dem Spektrum einer mitgemessenen
Referenzsubstanz oder mit MS-Spekiren aus Datenbanken verglichen. Bei Substanzen, fir
welche keine MS-Spektren in Datenbanken vorhanden sind, kann die in silico Fragmentierung
beispielsweise mit MassFrontier, MetFrag, CSI:FingerID, oder CFM-ID fiir die Strukturaufklarung
sehr nltzlich sein. Die damit in silico erzeugten MS-Spektren kdnnen dann zum Vergleich
herangezogen werden. Diese Methoden benutzen hauptsachlich Substanzendatenbanken wie
PubChem oder ChemSpider. Leider stellt dies ein Problem fur die Strukturaufklarung von TPs im
Allgemeinen und von OTPs im Speziellen dar, da solche Verbindungen in diesen Datenbanken
nur selten vorhanden sind.

Um diese Licke zu fiillen, wurde hier die Datenbank PubChem mit vorhergesagten OTPs erganzt,
ahnlich wie in einer kirzlich durchgeflhrten Studie zur ldentifizierung von aus Pestiziden
stammenden TPs (Kiefer et al. 2019). Hierzu wurde das Programm O3-PPD verwendet (Lee et
al. 2017), welches aufgrund von bekannten Reaktionsmechanismen von Ozon mit funktionellen
Gruppen in Substanzen OTPs vorhersagt. Damit wurden OTPs von 85 verschiedenen MVs
vorherzusagen. Gleichzeitig wurden Laborexperimente durchgefuhrt, in welchen 50 dieser MVs
zu biologisch behandeltem Abwasser gespikt und dann mit Ozon behandelt wurden, um OTPs
aufgrund der Erhdhung von Signal-Intensitdten zu identifizieren. Neben der gangigen
Umkehrphasen-Chromatographie (RPLC) wurde eine zweite Fllissigchromatographie mit
hydrophiler Wechselwirkung (HILIC) angewendet, welche fur die Messung hochpolarer
Verbindungen besser geeignet ist. Aufgrund der groRen Datenmenge, die durch LC-ESI-HRMS-
Analysen der Laborexperimente erzeugt wurde, und der umfangreichen Liste mdoglicher
vorhergesagter OTPs, war eine manuelle Bewertung nicht moglich, und es wurde ein
automatisierter Ansatz zur Erkennung maoglicher OTPs und zur anschlielenden Struktur-
aufklarung entwickelt. Zuerst wurde eine Liste mdglicher OTPs, die von den 50 dotierten MVs
stammen kdnnen aus den LC-ESI-HRMS-Daten der Laborversuche, erstellt. Um diesen OTPs
chemische Strukturen zuzuweisen, wurde eine in-silico Fragmentierung mit MetFrag und mit
CSI:FingerID von Substanzen in der chemischen Datenbank PubChem sowie der
vorhergesagten OTP-Strukturen durchgefiihrt und mit den gemessen OTP Kandidaten verglichen.
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Charakterisierung der vorhergesagten OTPs

Mit der O3-PPD Software wurden 70'242 OTPs bis zur dritten Generation aus den 85 MVs
vorhergesagt. Dies ist eine sehr grof3e Anzahl potenzieller OTPs, und viele werden in Realitat
wahrscheinlich nicht gebildet. Da dasselbe OTP lber mehrere Reaktionswege erzeugt werden
kann, war die Anzahl eindeutiger OTPs mit 63’890 geringfiigig kleiner. Die Anzahl der eindeutigen
Molekilformeln fir diese OTPs (d.h. OTPs mit verschiedenen exakten Massen) betragt «nur»
4’844. Sehr viele OTPs haben also dieselbe Molekilformel, was zeigt, wie schwierig ein
Screening nach OTPs ohne weitere Strukturinformation ist.

77.3% der vorhergesagten OTPs hatten eine hdhere Masse als deren Ausgangs-MV, und die
haufigste Modifizierung war die Addition von weiteren Sauerstoffatomen (+30, +40, +50). OTPs
hatten, wie erwartet, ein héheres Sauerstoff zu Kohlenstoff (O/C) -Verhaltnis, und weniger
Kohlenstoffatome und Doppelbindungen. Aldehyde wurden am meisten vorhergesagt (siehe
Abbildung 13), gefolgt von Aminen, weil 48% aller evaluierten MVs selber Amine waren.
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Abbildung 13 Verteilung der detektierten Substrukturen in den Ausgangs-MVs und den vorhergesagten
OTPs der ersten, zweiten und dritten Generation (1st Gen, 2nd Gen, 3rd Gen). Auf der y-Achse ist der
Prozentsatz der Strukturen mit dieser Substruktur relativ zur Gesamtzahl der Verbindungen dieser
Gruppe (d.h. der Ausgangs-MVs, der OTP der ersten, zweiten oder dritten Generation) aufgetragen.

OTP-Priorisierung und -Strukturaufkldrung

Total wurden 116'247 Non-target Substanzen in den gespikten und ungespikten Proben vor und
nach Ozondosierung detektiert (siehe Tabelle 4). Rund 1.6% davon (1857 OTPs) konnten
maoglichen OTP Kandidaten der gespikten 50 MVs zugeordnet werden, weil sie den erwarteten
Trend (Zunahme nach Ozondosierung und nach Spiken von MVs) aufwiesen. Fir einen Drittel
dieser OTP Kandidaten (538 OTPs) waren MS/MS-Spektren vorhanden, wovon wiederum ein
Drittel (167 OTPs) die notwendige «Reinheit» aufwies, um damit eine Strukturaufklarung
durchfiihren zu kénnen.
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Tabelle 4 Zusammenfassung der Priorisierung und Strukturaufklarung der OTPs in den folgenden vier
Messmodi: (1) RP-pos: Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie (RPLC) und positive
Elektrospray-lonisation (ESI); (2) RP-neg: RPLC und negativer ESI; (3) HILIC-pos:
Flussigkeitschromatographie mit hydrophiler Wechselwirkung (HILIC) und positiver ESI; (4)
HILIC-neg: HILIC und negativer ESI. Prozentzahlen beziehen sich auf die totale Anzahl der
detektierten Non-target Substanzen; auf die OTP Kandidaten, welche nach der Zugabe von
Ozon und im Vergleich zu den nicht-gespikten Proben an Intensitat zunahmen; auf die OTP
Kandidaten mit MS/MS Spektrum; bzw. auf die OTP Kandidaten mit «reinen» MS/MS Spektren.

RP-pos RP-neg HILIC-pos HILIC-neg Total
Totale Anzahl der Non-target Substanzen 19,393 8,229 54,953 33,672 116,247
Anzahl OTP Kandidaten
OTP Kandiaten (Zunahme Intensitat) 384 /2.0% 160/ 1.9% 743/1.4% 570 /1.7% 1,857 /1.6%
OTP Kandidaten mit MS/MS Spektrum 129/ 34% 90/ 56% 166 / 22% 153 /127% 538 /30%
“reine” MS/MS Spektren (msPurity> 40%) 36/28% 74182% 22/13% 35/23% 167 /1 31%
Vertrauenswiirdigkeit der OTP Struktur
Level 2b Kandidaten (wahrscheinliche Struktur) 9/25% 6/8% 1/5% 2/6% 18/11%
Level 3 Kandidaten (mdgliche Struktur) 6/17% 8/11% 0/0% 4/11% 18/ 11%
Level 4 Kandidaten (nur Molekulformel) 12/33% 25/ 34% 18/82% 7120% 62/37%
Level 5 Kandidaten (nur exakte Masse) 9/25% 35/47% 3/14% 19/ 54% 66/ 40%

Fir 22% der OTP Kandidaten mit reinen MS/MS-Spektren konnte anhand der entwickelten
Methode (siehe Kapitel 2.4.2) eine Struktur zugeordnet werden, 18 OTPs (11%) als wahr-
scheinliche Struktur und 18 OTPs (11%) als mdgliche Struktur. Von diesen OTPs stimmen 4 mit
OTPs Uberein, die auch im TRANSFO3;RM Projekt gefunden wurden (siehe Kapitel 3.3.2). Die
Strukturaufklarung der Halfte dieser OTP-Kandidaten war nur durch den Vergleich mit den vorher-
gesagten OTPs moglich, weil sie in der verwendeten chemischen Datenbank (PubChem) nicht
vorhanden waren. Fur weitere 62 OTPs (37%) konnten nur Molekulformeln zugeordnet werden.

Generell wurde von den 36 OTPs mit Strukturvorschlagen nur ein OTP pro Ausgangs-MV
detektiert (fir 5-Methylbenzotriazol, Aliskiren, Amisulprid, Atenolol, Benzotriazol, Cetirizin,
Clozapin, Diuron, Fenfluramin, Irbesartan, Napropamid, Phenazon, Tramadol, Trimethoprim,
Valsartansaure). Fur Clarithromycin und Metoprolol wurden je 2 OTPs, fiir Sitagliptin 4 OTPs und
fur Hydrochlorothiazid 5 OTPs gefunden. Fir weitere 5 OTPs war die Zuordnung der Ausgangs-
MV nicht mdglich.

Im Folgenden ist an einem Bespiel kurz aufgezeichnet, wie die Strukturaufklarung eines OTPs
zustande kam (siehe Abbildung 14). Die von MetFrag vorgeschlagenen sechs wahrscheinlichsten
Strukturen dieses OTPs (RP-neg_2; profile 1183) enthielten alle einen Tetrazol-Ring, der an ein
Benzol gebunden war, was auf ein OTP hinweist, das mit einem der gespikten Sartane (d.h.
Candesartan, Irbesartan, Valsartan und Valsartansaure) verwandt ist. Die berechnete Struktur-
ahnlichkeit zwischen den vorgeschlagenen OTPs und den Sartanen war mit Ausnahme von Val-
sartansaure im Allgemeinen gering. Die Massen von Candesartan, Irbesartan und Valsartan
liegen zwischen 428.2320 und 440.1590, was erheblich gréRer ist als das vorgeschlagene OTP
(m/z 189.0416, RT 13.7). Im Gegensatz dazu ist Valsartansaure (m/z 266.0800) viel kleiner. Da-
her wird postuliert, dass das OTP aus Valsartansaure gebildet wurde, wie mit der Software O3-
PPD vorhergesagt. Es handelt sich dabei um das OTP, welches von MetFrag als Top1 Kandidat
vorgeschlagen wurde (Konfidenzniveau 2b), weil es die meisten gemessenen Fragmente erklart.
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Abbildung 14 Strukturaufklarungsnachweis fir ein mogliches OTP (RP-neg_2; Profil 1183) mit m/z
189.0416 bei negativer Elektrospray-lonisation und Retentionszeit von 13.65 Min. in der
Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie. (a) Die Strukturdhnlichkeit zwischen den Top 20 der
vorgeschlagenen OTP-Strukturen (angezeigt durch graue und rote Kreise und Dreiecke) und 85
Ausgangs-MVs (50 gespikt und 35 nicht gespikt in Laborexperimenten) wird in einem Dendrogramm
sichtbar gemacht. Je naher ein Zweig an 0 (auf der y-Achse) divergiert, desto groRer ist die Ahnlichkeit
zwischen den Strukturen (Namen auf der x-Achse). (b) Intensitatsprofii des vorgeschlagenen
Ausgangs-MV (Valsartansaure) in den Ozonungsexperimenten. (c) Intensitatsprofii des OTP-
Kandidaten. "U" kennzeichnet normale Abwasserproben und "S" mit MV gespikte Proben. (d) Struktur
der wahrscheinlichen MV-Ausgangsverbindung und die vorgeschlagene OTP-Struktur.

Der Erfolg bei der Strukturzuweisung variierte zwischen den verschiedenen Messmodi. Fast die
Halfte (15 OTPs, 42%) der OTPs mit wahrscheinlicher oder mdglicher Struktur wurden mit RP-
pos detektiert, wahrend nur ein OTP mit HILIC-pos detektiert wurde (siehe Tabelle 4). Mehrere
Faktoren konnten zu diesem Unterschied beigetragen haben. Erstens wurden mit HILIC
gemessene Proben im Vergleich zu RPLC-Messungen um einen Faktor 10 verdinnt, was zu
weniger intensiven und qualitativ schlechteren MS/MS-Spektren flhrte. Daher war auch die
Reinheit der Spektren (msPurity) in HILIC-pos wesentlich geringer. Zweitens wurde zur
Strukturaufklarung nur das [M+ H]*-Addukt bertcksichtigt, und nicht auch das Ammonium-Addukt,
welches aufgrund der Zugabe von Ammoniumformiat in das HILIC-Elutionsmittel moglich ist.

Im negativen ESI-Modus wurde im Vergleich zum positiven ESI-Modus ein geringerer Erfolg bei
der Strukturzuweisung beobachtet, und die Anzahl der Kandidaten mit nur exakter Masse (Level
5) betrug rund 50% im negativen ESI-Modus vs. 20% im positiven ESI-Modus, unabhangig von
der Chromatographiemethode. Diese Unterschiede spiegeln wahrscheinlich die Unterschiede in
der Menge der Trainingsdaten wider, die fUr die Strukturaufklarungssoftware in den einzelnen
lonisationsmodi verfligbar sind, weil viele Projekte zur Strukturaufklarung sich nur auf Daten von
positivem ESI konzentrieren.
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Zu einer besseren Strukturaufklarung kénnten vor allem bessere (bzw. eine erhdhte Anzahl von)
MS/MS-Spektren beitragen. Die Hauptprobleme bestehen jedoch in der Zuweisung von MS/MS-
Fragmenten zu den Strukturkandidaten. Eine bessere Qualitat der MS/MS-Spektren kénnte auch
durch Anreicherung der Proben erreicht werden. Dies bringt jedoch den Nachteil mit sich, dass
OTPs dabei verloren gehen kdénnen, wenn sie nicht an der verwendeten Festphase in der
Festphasenextraktion sorbieren. Mehr Messungen und eine bessere in-silico Fragmentierung im
negativen ESI-Modus wirden ebenfalls zur besseren Strukturaufklarung beitragen.

Auf der Seite des Vorhersagemodelles konnte eine Gewichtung der vorhergesagten OTPs, z.B.
durch Einbezug der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten, zu einer Priorisierung der wahr-
scheinlicheren OTPs beitragen, und somit die Anzahl der falsch-positiven OTPs reduzieren.
Ebenso kénnte der Einbezug von neuen Erkenntnissen aus Ozonungsversuchen, insbesondere
auch der entstehenden Produkte durch Reaktion mit Hydroxyl-Radikalen, die Liicken in der OTP
Vorhersage fullen.

Zusammenfassend ergibt sich, dass mit der entwickelten Methode, welche auf Labor-
experimenten und HRMS/MS-Messungen basiert, unter Zuhilfenahme von vorhergesagten OTP-
Strukturen und in silico Strukturaufklarung, wahrscheinliche OTP-Strukturen erfolgreich und
automatisiert zugeordnet werden kénnen.
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4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Dieses Projekt hatte zum Ziel, Abwasserbehandlungsstufen mit Ozon gefolgt von Aktivkohle-
behandlung oder nur mit granulierter Aktivkohle-Fitration durch Non-target Analytik und Biotests
zu evaluieren. Im Weiteren wurde mit einem gezielten Suspect Screening nach Ozonungs-
Transformationsprodukten gesucht und deren Verhalten in der Nachbehandlung untersucht. Fir
die Probenbeschaffung wurden Synergien mit laufenden Projekten auf den drei Klaranlagen
ProRheno, Glarnerland und Altenrhein genutzt.

4.1 Evaluierung der Abwasserbehandlungsstufen mit der Non-
target Analytik

Fir die Evaluierung des Verhaltens der Non-target Substanzen Uber die verschiedenen
Abwasserbehandlungsstufen wurde eine robuste, automatisierte Methode entwickelt, welche
viele falsch-positive Signale und einen Teil der Signale der Matrix-Komponenten (homologe
Reihen) ausschliesst. Insgesamt konnten mit dieser Methode 50'722 Non-target Substanzen in
den Klaranlagen detektiert werden.

Es hat sich gezeigt, dass die Non-target Substanzen vom Zulauf der Klaranlagen wahrend der
Abwasserbehandlung stark reduziert wurden, sich aber viele neue Substanzen bildeten, die im
Ablauf der Klaranlage rund die Halfte der Non-target Substanzen ausmachten. Allerdings wiesen
die neugebildeten Substanzen viel geringere Intensitaten auf und sind damit vermutlich geringer
konzentriert.

Das Verhalten der Non-target Substanzen wurde mit zwei verschiedenen Auswertungsmethoden
ausgewertet. Zusatzlich wurde eine Auswahl von 66 bekannten, abwasserrelevanten Mikro-
verunreinigungen (66MV) und die quantifizierten 12 Leitsubstanzen (12LS) untersucht und
verglichen. Zuerst wurde die «durchschnittliche Elimination» berechnet. Viele Non-target
Substanzen vom Zulauf wurden bereits in der Biologie sehr gut entfernt (>77%), und die
verschiedenen untersuchten weitergehenden Behandlungsstufen zeigten in den vorhandenen
Proben relativ kleine Unterschiede. Aussagekraftiger war die Auswertung der 66MV. Die 66 MV
und 12LS verhielten sich recht ahnlich, wobei die 12LS Uber die ganze ARA leicht besser als die
66MV entfernt wurden. In der biologischen Stufe wurden die 66MV und 12LS im Durchschnitt zu
weniger als 40% eliminiert. Dies deutet darauf hin, dass viele der Non-target Substanzen
matrixbezogene Verbindungen sind und/oder dass die 66MV auf Verbindungen ausgerichtet sind,
die wahrend der biologischen Behandlung persistent sind. Die Elimination beider Gruppen zeigte
eine Abhangigkeit von der Ozondosierung (durchschnittliche Elimination 20-40% bei 0.2
g0s/gDOC, ca. 60% bei 0.3 gOs/gDOC; die Non-target Substanzen zeigten ebenfalls eine
durchschnittliche Elimination von 30-40%, aber unabhangig von der Ozondosis). Die Elimination
der 66MV & 12LS uber den GAK-Filter nahm mit der Laufzeit ab (durchschnittliche Elimination im
Bereich 90-60% bei 8000-48’000 BV, Non-target Substanzen generell 50-70%). Der GAK-Filter
nach der Ozonung eliminiert auch nach einer sehr langen Laufzeit von 48'000 BV noch eine recht
grosse Anzahl von Non-target Substanzen wie auch Substanzen der 66MV & 12LS. Bei der PAK-
Dosierung auf einen Sandfilter zeigte sich nur eine schwache Abhangigkeit von der PAK-Dosis
(durchschnittliche Elimination der 66MV & 12LS von 60-80% mit 7.7-12.5 mg/L PAK, Non-target
Substanzen generell 40-45%). Insgesamt wurde in allen Proben eine durchschnittliche
Elimination von >80% Uber die gesamte ARA fur die Non-target Substanzen und die Auswahl an
MVs erreicht, ausser beim GAK-Filter ohne Vorozonung, wo die 66MV und 12LS auf der ARA
Glarnerland nur bis 17'000 BV zu >80% entfernt werden konnten.
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Die Auswertung der Non-target Substanzen als «durchschnittliche Elimination» kann die wahre
Elimination unterschatzen, wenn eine Substanz nach der Behandlungsstufe unter die Be-
stimmungsgrenze féllt. Deshalb wurde in einem zweiten Ansatz eine Auswertungsmethode
gewahlt, in welcher zwischen Substanzen unterschieden wurde, die >80% eliminiert wurden, und
solchen, die zu weniger als 80% eliminiert wurden. Mit dieser Auswertungsmethode zeigte sich
aber ein sehr ahnliches Bild wie mit der durchschnittlichen Auswertung. In der Biologie wurden
bereits 66-81% der Non-target Substanzen >80% eliminiert (6-42% der 66MV). Es wurden
ebenfalls keine grossen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen weitergehenden
Behandlungen firr die Non-target Substanzen beobachtet. Uber die ganze ARA wurden in allen
Behandlungen mehr als 80% der Non-target Substanzen und der 66 MV zu >80% entfernt, ausser
bei der GAK-Filtration ohne Vorozonung ab 17'000 BV.

Die Resultate zeigen, dass mit der Non-target Analytik die weitergehenden Verfahren nur bedingt
evaluiert werden kénnen, weil sich keine grossen Unterschiede in den verschiedenen Behand-
lungen zeigten. Aussagekraftiger war jedoch die Auswertung der 66MVs. Fir diese Stoffe, die
nur schlecht biologisch abgebaut wurden, erhdhte die weitergehende Behandlung die Elimination
Uber die ganze ARA signifikant, und eine Unterscheidung der Behandlungsstufen war maoglich.
Deren durchschnittliche Elimination war vergleichbar mit derjenigen der 12LS. Die weitergehende
Behandlung mit Vorozonung und Aktivkohle erscheint als vielversprechende Verfahrens-
kombination, insbesondere die Kombination mit einem GAK-Filter, der auch bei 48'000 BV noch
signifikante Eliminationsleistung zeigte. Diese Erkenntnis deckt sich mit den Ergebnissen aus den
breit angelegten Pilotprojekten mit GAK-Filtern auf der ARA Furt/Bllach (Bohler et al. 2020a) und
der ARA Glarnerland (McArdell et al. 2020).

Die Proben der ARA ProRheno ermdglichten mit der Non-target Analytik die Bestimmung einiger
industriell eingetragenen Substanzen. Insgesamt konnten 54 Substanzen mittels MS-Spektren-
bibliotheken identifiziert werden, die in der ganzen Abwasserbehandlung zu >97% entfernt, so
dass auf eine eindeutige ldentifizierung mit Referenzsubstanz verzichtet wurde.

4.2 Evaluierung der Abwasserbehandlungsstufen mit Biotests

Mit den Biotests kann evaluiert werden, ob problematische Stoffe vorhanden sind oder zum
Beispiel in der Ozonung entstehen und ob sie durch weitere Behandlungen wieder eliminiert
werden konnen.

Auf den ARA ProRheno und Altenrhein wurden beim kombinierten Algentest und beim
Fortpflanzungstest mit Wasserflohen keine Auffalligkeiten beobachtet. Die Werte waren im
Bereich von fruheren Messungen auf kommunalen ARA.

Auf der ARA Glarnerland zeigten der Fortpflanzungstest mit Wasserflohen und der Ames-
Fluktuationstest keine deutliche Anderung zwischen Ablauf NKB und Ablauf der Pilotanlage nach
den GAK-Filtern. Es wurde jedoch im Ablauf NKB eine aussergewohnlich hohe Photosynthese-
und Wachstumshemmung der Griinalgen gemessen, die Uber die Ozonung und den GAK-Filter
deutlich abnahm (86-100% Elimination). Die gemessene Photosynthesehemmung korreliert sehr
gut mit den gemessenen Konzentrationen an Diuron. Diese rihrten von einem industriellen
Betrieb her, der Zement-Produkte herstellt. Nach Kontaktaufnahme der Eawag mit dem Hersteller
beschloss dieser ab etwa 2020 vollstandig auf den Einsatz der Biozide zu verzichten.

Im Ames-Fluktuationstest zeigte sich nach der Ozonung in der Pilotanlage eine sehr hohe
Mutagenitat, die jedoch Uber die GAK-Filter wieder auf gleiche oder sogar tiefere Werte als vor
der Ozonung reduziert wurde. Die Ursache der hohen Mutagenitat nach der Ozonung konnte
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nicht geklart werden. Sie kdnnte im Zusammenhang mit den Industrieeinleitern im Einzugsgebiet
stehen. Aufgrund dieser ungeklarten Auffalligkeit wurde, nach Diskussion mit dem BAFU, ent-
schieden, dass die Ozonung als Verfahren fir den Standort ARA Glarnerland nicht geeignet ist.

Auf der ARA Altenrhein war ebenfalls eine geringe bis mittlere Mutagenitat nach der Ozonung
vorhanden, diese wurde jedoch durch GAK, auch bei sehr hohen BV, wieder eliminiert.

Bei PAK+SF auf der ARA ProRheno ist die Aussage etwas schwieriger, vor allem wegen der
unerwartet hohen Mutagenitat im Sandfilter. Die Ursache fur diese hohe Mutagenitat konnte nicht
gefunden werden, allerdings zeigte sich im Vergleich mit einem neuen Sandfilter, dass die Effekte
auf den verwendeten Pilotsandfilter zurlickzuflihren sind. So zeigt das Projekt auch, dass die
Messung der Toxizitdt wichtige zusatzliche Aspekte abdeckt. Diese sollte regelmassig
einbezogen werden, da unerwartete Effekte auftreten kénnen.

Die Identifikation der Stoffe bzw. Stoffmischungen, die flir die Wirkung verantwortlich sind, ist bei
in vivo-Biotests, wie dem Wasserfloh-Fortpflanzungstest, und auch dem Ames-Fluktuationstest
schwierig. Beim kombinierten Algentest zeigten bisherige Studien eine gute Korrelation zwischen
gemessenen Konzentrationen von PSIlI-Hemmstoffen und Effekten auf die Photosynthese (z.B.
Kienle et al. 2019). Beispielsweise war auf der ARA Glarnerland ein Grossteil der gemessenen
PSIlI-Hemmung durch die Konzentration an Diuron in den Abwasserproben erklarbar.

Die Biotests bringen wichtige zusatzliche Erkenntnisse (v.a. in Bezug auf Mutagenitat und
Algentoxizitat), die fiur die Entscheidung fir oder gegen die Wahl einer bestimmten
Reinigungsstufe (v.a. Ozonung) zentral sind (Beispiel ARA Glarnerland).

4.3 Ozonungs-Transformationsprodukte und deren Verhalten in der
Nachbehandlung

Ozonungs-Transformationsprodukte wurden mit drei verschiedenen Methoden identifiziert. Mit
der Non-target Analytik wurden 1911 Non-target Substanzen identifiziert, welche den Trend einer
Zunahme in der Ozonung zeigten. Davon wurden 53 auch in anderen Studien als OTPs von
bekannten MVs gefunden. Unter den restlichen in der Ozonung entstandenen Non-target
Substanzen sind wohl auch viele Transformationsprodukte der organischen Matrix.

In einem weiteren Ansatz wurde eine automatisierte Methode zum Auffinden von OTPs entwickelt,
welche mit einem Vorhersagemodell (O3-PPD) anhand erwarteter Reaktionsmechanismen mit
Ozon fir eine Auswahl von MVs vorhergesagt wurden. Von den total 1857 nach der Ozonung
detektierten OTPs in Batchexperimenten mit 50 dotierten MVs zeigten 167 genug gute MS/MS-
Spektren fiir eine weitere Analyse, und davon konnten 36 moéglichen OTP Kandidaten aus dem
Vorhersagetool zugeordnet werden.

In einem dritten Ansatz konnten Synergien zu einem parallel laufenden Projekt (TRANSFO3;RM)
genutzt werden, in welchem OTPs von 87 MVs zuerst in Laborexperimenten identifiziert werden
konnten. Fur 83 OTPs, die sowohl in den Laborexperimenten wie auch in Abwasserproben
gefunden wurden, konnten chemische Strukturen vorgeschlagen werden.

Mit allen drei angewandten Methoden konnten bisher unbekannte OTPs detektiert werden. Diese
sollten in zuklnftigen Studien verwendet werden, um die Mechanismen der OTP-Bildung
wahrend der Ozonung besser zu verstehen und sowohl Ozon- als auch Hydroxylradikal-
reaktionen einzubeziehen. Dies wird die Vorhersagen verbessern und eréffnet die Moglichkeit,
strukturelle Molekiilteile (structural alerts) von OTPs zur Bewertung derer Toxizitat zu nutzen (von
Gunten 2018).
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Der Verbleib der im Abwasser verifizierten OTPs wurde in den verschiedenen Abwasser-
behandlungsstufen untersucht. Die gefundenen OTPs von 40 spezifischen MVs zeigten ein
unterschiedliches Verhalten in der Nachbehandlung. Die OTPs waren mehrheitlich stabil im
Sandfilter (89% stabil, 6% entfernt), zeigten eine mittlere Elimination im GAK-Filter abhangig von
der Anzahl durchlaufener Bettvolumen, wobei bei 48'000 BV immer noch 23% entfernt wurden,
und wiesen die beste Elimination mit einer Dosierung von 13 mg/L PAK auf einen Sandfilter auf
(87%). Die Kombination einer Vorozonung mit Aktivkohlebehandlung zeigte sich als
vielversprechende Abwasserbehandlungsmethode fir die Entfernung von OTPs.

4.4 Probleme im Projekt und Output

Das Probenahme- und Versuchsdesign folgte den Moglichkeiten in Zusammenarbeit mit den
Pilotprojekten auf den ARAs und entsprach auch dem Kenntnisstand zum Zeitpunkt des
Projektvorschlags im Jahr 2016.

Grundsatzlich zeigten alle weitergehenden Behandlungsmethoden eine recht gute Eliminations-
leistung der Non-target Substanzen, was es schwierig machte, (kleine) Unterschiede in den
verschiedenen Behandlungen zu sehen, obwohl die entwickelte Non-target Methode sehr
ausgereift ist und eine sehr grosse Robustheit aufweist.

Die Proben der ARA ProRheno (welche im «Aktifilt Plus» Projekt genommen wurden) zeigten
teilweise unerwartete Resultate, was die Interpretation schwieriger machte. Die Ozondosierung
in diesen Versuchen war hdéher als die angepeilten 0.1-0.3 gOs/gDOC. Dadurch waren die
Konzentrationen der Substanzen nach der Ozonung relativ tief, sodass deren weitere Elimination
in der Nachbehandlung mit PAK schwierig zu bewerten war. Unsere Studie stutzte sich stark auf
die Proben der ARA ProRheno, weil hier verschiedenste Bedingungen (unterschiedliche
Ozondosen, unterschiedliche PAK-Dosierungen) untersucht wurden. Durch die Probleme mit
diesen Proben konnten wir in unserer Analyse leider nur auf eine deutlich kleinere Probenmenge
als urspringlich geplant fir die Beurteilung der Verfahrensstufen zurlickgreifen. Bei der Null-
Dosierung von Ozon und PAK wurden sehr viele entstehende Signale beobachtet, was in dem
Ausmass nicht erwartet wurde und schwierig zu interpretieren ist. Es handelt sich dabei wohl um
biologische Abbauprodukte in den (mit Biofilm belegten) Ozonkolonnen und Sandfilter. Ein Teil
sind eventuell auch falsch-positive Signale oder Probenahme-bedingte Abweichungen. Auf den
ARA Altenrhein und Glarnerland ergaben sich bei ein paar GAK-Filtern, bedingt durch
Regeneinflisse, auch gewisse Unsicherheiten, die in die Auswertung reinspielten.

Trotz dieser «Probleme» konnten wir Schlussfolgerungen ziehen und unsere Ergebnisse sind
wissenschaftlich sehr interessant. Alle Resultate der chemischen Analytik wurden bzw. werden
in drei wissenschaftlichen Publikationen publiziert (Schollée et al. 2021a zur Charakterisierung
des Abwassers (Ziel 1) ist in Water Reseach publiziert; Gulde et al. 2021a zum Verhalten der 84
OTPs (Ziel 2) ist in Water Research publiziert; Schollée et al. 2021b zum Screening nach
vorhergesagten OTPs (Ziel 2) existiert in einer vollstdndigen Version und wird demnachst
eingereicht).

Wegen der relativ kleinen Datenmenge aufgrund der aufgezeichneten Probleme und dem un-
erwarteten Ergebnis, dass mit der Non-target Analytik die verschiedenen Verfahren nur bedingt
evaluiert werden kénnen, ist es jedoch schwierig, einen Aqua&Gas Artikel zu schreiben, der flr
die Anwender und den Vollzug interessant ware. Es ist zu diskutieren, ob Teile dieses Projektes
zusammen mit anderen Ergebnissen in einem spateren Aqua&Gas Artikel publiziert werden
kdénnen.
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