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1. Veranlassung und Zielsetzung

Die Textilindustrie ist ein rasch expandierender Wirtschaftszweig, der jedoch auch zu den
Hauptverbrauchern von StBwasser zahlt und folglich flr 20 % der globalen Industrieabwasser
verantwortlich ist. Im Rahmen der Textilverarbeitung werden mehrere tausend verschiedene
Chemikalien eingesetzt, wobei Salze und Farbstoffe die wichtigsten Komponenten darstellen.
Eine unzureichende Reinigung der Textilabwasser fuhrt zur Freisetzung der enthaltenen

Chemikalien in die Umwelt.

In Anbetracht dieser Herausforderungen verfolgt das Projekt EfectroH20 das Ziel die
Prozesswasseraufbereitung in der Textilindustrie zu optimieren und gleichzeitig wertvolle
Ressourcen wie Wasser und Salz zurlickzugewinnen. Dies soll durch den Einsatz innovativer
Technologien erreicht werden, die die Belastung von Textilabwassern deutlich reduzieren und

so die Wasserversorgung in wasserarmen Regionen verbessern.

Als ein vielversprechender Lésungsansatz zur Entsalzung und Entfernung von Farbstoffen
wird in diesem Zusammenhang die Kapazitive Deionisierung (CDI) angesehen. Im Vergleich
zur Umkehrosmose weist CDI eine hohere Resistenz gegentiber hochkonzentrierten Solen auf
und ist weniger anfallig fur organisches Fouling. Eine weitere vielversprechende Methode, die
im Projekt untersucht wird, ist die Anwendung von Advanced Oxidation Processes (AOP), um

Mikroschadstoffe zu entfernen.

Ein weiteres Ziel des Projekts ist es, durch die Kombination dieser Technologien eine Zero
Liquid Discharge (ZLD)-Anlage zu entwickeln, die es ermdglicht, Abwasser nahezu vollstandig
zu recyceln und keine Flussigkeiten mehr zu entsorgen. Dies ware ein wesentlicher Schritt,
um die Ressourcennutzung in der Textilindustrie zu optimieren und gleichzeitig die

Umweltbelastung zu minimieren.

Um sicherzustellen, dass die mittels der neuentwickelten Technologien behandelten Abwasser
keine negativen Auswirkungen mehr auf die Umwelt haben, wurden im Projekt innovative
effektbasierte Methoden (EBM) eingesetzt. Durch den Einsatz von EMB kdnnen
Okotoxikologische Effekte aus komplexen Gemischen, wie sie in Textil- und Prozesswassern
typisch sind, identifiziert werden. Diese Methoden ermdglichen es, auch unbekannte
Nebenprodukte der Oxidation sowie mdgliche synergistische Effekte zu erfassen. Zur
Verifizierung dieser Ergebnisse wurde im Rahmen des Projekts eine Biotest-Batterie
entwickelt, die teilweise nach Indien transferiert wurde. Dies ermdglicht eine umfassende

Okotoxikologische Charakterisierung des behandelten Wassers.

Ein weiterer wichtiger Aspekt des Projekts ist die Mdglichkeit, die entwickelten Technologien
auf andere SchlUsselindustrien zu Gbertragen. Insbesondere fir Regionen wie Indien, die unter

Wassermangel leiden, stellt die Optimierung der Wasseraufbereitung eine entscheidende

1



Lésung dar. Durch die Reduktion des Wasserverbrauchs in der Textilindustrie kann das
Projekt dazu beitragen, den Druck auf lokale Wasservorkommen zu verringern und gleichzeitig

eine nachhaltige Bewirtschaftung der Ressource Wasser zu férdern (Abbildung 1).

Das Projekt unterstutzt zudem das sechste Ziel der Agenda 2030 der Vereinten Nationen,
dass die "Verfugbarkeit und nachhaltige Bewirtschaftung von Wasser und Sanitarversorgung
fur alle" zum Ziel hat. Mit der Entwicklung und Implementierung der ZLD-Technologie und der
toxikologischen Uberwachung strebt das Projekt eine Verbesserung der Wassersicherheit in

wasserarmen Regionen an, was auch fur andere Industrien von grof3er Bedeutung sein

konnte.
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Abbildung 1: Graphische Darstellung des EfectroH20 Projekts.




2. Projektablauf

Das Forschungsprojekt ist in funf Arbeitspakete (AP) unterteilt, die in engem Zusammenhang
zueinanderstehen (Abbildung 2). Die Bearbeitung der Arbeitspakete erfolgte gemeinschaftlich
durch drei akademische Institutionen (die Abteilung fir Evolutionsdkologie und
Umwelttoxikologie der Goethe Universitat, der Lehrstuhl fir Chemische Verfahrenstechnik der
RWTH und das Indian Institute of Technology Madras (lITM), Department of Civil
Engineering/Environmental) und zwei Vertretern aus der Industrie (Eurofins Agroscience
Services Ecotox GmbH (spater Ibacon GmbH) und Tamilnadu Water Investment Company
Limited). Eurofins India war im Rahmen eines Unterauftrags innerhalb des Projekts beteiligt.
Koordiniert wurde das Projekt durch die Abteilung Evolutionsdkologie und Umwelttoxikologie
der Goethe Universitat Frankfurt (Prof. Dr. Dr. Henner Hollert, deutsche Seite) und Indian
Institute of Technology Madras (IITM), Department of Civil Engineering/Environmental and
Water Resources/Engineering Division (Prof. Dr. Indumathi Manivannan Nambi, indische
Seite).

India Germany
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scale—up
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Abbildung 2: Uberblick tber das EfectroH20-Projekt und seine interdisziplindren Aktivitaten in Indien-
Deutschland und Akademische Forschung-Industrie.

Die APs umfassen dabei jeweils spezifische Ziele und Aufgaben (Tabelle 1).

Im Rahmen von AP1 erfolgte zunachst eine Bewertung der Wasserqualitdt sowie die
Festlegung synthetischer Wasser fir die folgenden Experimente. Anschlielend wurde der



kombinierte FixedCDI+AO-Reaktor auf seine Fahigkeit zur Entfernung und Oxidation von
Mikroschadstoffen getestet, wobei sowohl synthetische als auch industrielle Wasserproben im
Labormalstab zum Einsatz kamen. Dabei wurde die Behandlungsreihenfolge und der Einfluss
von Elektrodenmaterialien auf die Effizienz des Reaktors untersucht. Diese Arbeiten wurden
durch das IITM durchgefiihrt. Anschliefend wurde eine Hochskalierung des FixedCDI+AO-
Reaktors vorgenommen. Mit dem Reaktordesign der RWTH Aachen University wurde eine
CFD-Modellierung erstellt, die das Design flr industrielle Anwendungen optimiert. Das Modell
wurde durch Scale-up-Erfahrungen am [ITM und TWIC weiterentwickelt, um die Technologie
fir den industriellen Einsatz vorzubereiten. Des Weiteren wurden in Rahmen von AP1
FlowCDI-Laborversuche durchgefihrt, wobei synthetische Wasser genutzt wurden, um
optimale Selektivitdt und hohe Konzentrationsfaktoren zu erzielen. Ein weiteres Ziel ist die
Salzriickgewinnung von NaCl und Na2S04, wobei auch Prozesslayouts fiir TWIC entwickelt
und Membranmaterialien sowie Moduldesigns angepasst wurden, um die Effizienz des
Prozesses zu steigern. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit der CVT durchgefihrt.
AbschlieRend erfolgte eine Evaluierung des FlowCDI-Designs unter Verwendung industrieller
Wasserproben aus TWIC sowie lokalen ETP/CETP. In dieser Phase wurde der Prozess fiir
die organische Entfernung und Zersetzung durch die Kombination von FlowCDI und Advanced
Oxidation Processes (AOP) angepasst. Das Ziel bestand in der Etablierung des FlowOxi-
Prozesses, einer vielversprechenden Losung fir die effiziente Wasseraufbereitung. Die
Ergebnisse dieser Tests bilden die Grundlage fur die spatere industrielle Anwendung der

Technologie.

Im Rahmen von AP2 wurden unter der Leitung der GU effektbasierte Methoden (EBM)
etabliert, um die akute in vivo-Toxizitat (z. B. durch Algen, Daphnien, Fischembryonen) und
langfristige in vitro-Effekte (endokrine Aktivitdt und Mutagenitat) von unbehandelten und
behandelten Abwassern zu untersuchen. Die Durchfihrung dieser Tests erfolgte in
Kooperation mit EUROFINS IND (assoziierter Partner) und Ibacon GmbH. Anschlief3end
wurden synthetische Mischungen aus Textilabwasser getestet, um die Anwendbarkeit der
EBM zu verifizieren und die Behandlungstechnologie in Richtung Nulltoxizitat zu optimieren.
Des Weiteren wurden die EBM fur hohe Salzgehalte, wie sie in Textilabwassern vorzufinden
sind, adaptiert. Die Untersuchungen des AP2 wurden in enger Zusammenarbeit zwischen
Deutschland und Indien durchgefiihrt und die Vorgehensweisen sowie Ergebnisse eng
abgestimmt. Der Transfer der EBM nach Indien umfasste unter anderem den Fischembryo-
Toxizitatstest (FET).

Im Rahmen der abschlieRenden Uberwachungsaktivitaten in AP3 erfolgte eine Koordination
der EBM- und Schadstoffanalysen, um eine weitere Optimierung der Technologie zu

ermaoglichen.



In AP3 wurde die optimale Konfiguration fiir Pilotanlagen zur Prozesswasseraufbereitung
ermittelt. Im Rahmen der Untersuchungen wurden dazu zwei Fallstudien berucksichtigt: die
Klaranlagen von M/s Rohini Textiles in Perundurai und Kunnakalpalayam in Tirupur. Basierend
auf den Erkenntnissen aus AP1 und AP2 wurde eine Pilotanlage fir das FixedCDI+AO-
System konzipiert (in Zusammenarbeit zwischen dem IITM, TWIC und der RWTH). Die
technische und dkotoxikologische Uberwachung der Pilotanlage wurde durch EUROFINS und
GU durchgefihrt.

AP4 fokussierte sich auf die Dissemination und Anwendung der entwickelten Technologien.
Dies erfolgte durch die Teilnahme an internationalen Konferenzen, Publikationen, Policy
Briefs, sowie durch Mitwirken in Industry Boards und Foren (z.B. Smart City Initiative). Eine
Projekthomepage wurde erstellt, um die Ergebnisse offentlich zuganglich zu machen. Im
Rahmen der Kooperation mit dem Indian-German Centre for Sustainability (IGCS) wurde
dartber hinaus eine Indisch-Deutsche Sommerschule flir Graduierte organisiert, welche den

akademischen Austausch fordern soll.

Die Projektkoordination und -Uberwachung stellen die zentralen Elemente des APS dar. Die
Verantwortung flr die Berichterstattung, die Qualitatssicherung der Ergebnisse sowie die
Kommunikation mit den Férdereinrichtungen lag bei der GU Frankfurt. Diesbezuglich erfolgte
eine Uberwachung der Zeitplane und Budgets auf deutscher sowie indischer Seite. Zur
Gewabhrleistung eines kontinuierlichen Informationsflusses zwischen den Projektpartnern
wurde eine sichere Online-Datenaustausch-Plattform eingerichtet. Des Weiteren erfolgte die
Verwaltung der Projektaktivitaten sowie die Koordination innerhalb des Konsortiums durch die
GU Frankfurt



Tabelle 1: Ubersicht tiber die Arbeitspakete im EfectroH20-Projekt

Verwaltung und Koordination

Arbeitspaket (AP) Aufgaben Leitung | Beteiligte
Partner
AP1 - Elektrisch betriebene e Erstellung spezifischer Protokolle fiir [ITM RWTH
Wasseraufbereitungs- die CDI- und AOP-Technologien im CVvT
technologien Labormafstab
e Anpassungen an lokale Bedingungen,
um hochskalierte Pilotanlage zu
entwickeln
AP2 - Effektbasierte und e  Okotoxikologische Charakterisierung GU Ibacon,
gezielte Uberwachungs- des behandelten Abwassers Eurofins
methoden e Verbesserung der IND, IITM
Technologieparameter der Pilotanlage
¢ Identifizierung geeigneter Biotests
e Transfer von EBM von Deutschland
nach Indien
AP3 Fallstudie und ¢ Identifizierung der optimalen TWIC [ITM,
Technologiebewertung Pilotanlagenkonfiguration RWTH
e Planung und Bau einer Pilotanlage CVT,
e Technische und EMB-Uberwachung de Eurofins
Pilotanlage
AP4 Verbreitung, Nutzung e Verbreitung Uber internationale [IT™M alle
und Replikation Konferenzen
e Indisch-deutsche Summer School fiir
Graduierte
¢ Replikationsstrategien
AP5 Projektmanagement e Berichterstattung GU alle
e Kommunikation
e Datenaustausch
[ ]




3. Bezug des Vorhabens zu den forderpolitischen Zielen

Im Rahmen der Foérderbekanntmachung wird sich dem Punkt 2 "Clean and Green
Technologies" gewidmet, wobei der Fokus auf Technologien zur Reduzierung bzw. Minderung
der Wasser- und Luftverschmutzung liegt. Das Projekt orientiert sich insbesondere an den
folgenden Teilzielen des SDG 6 der UNEP:

Ziel 6.3: ,Bis 2030 Verbesserung der Wasserqualitét durch Verringerung der Verschmutzung
und Erh6hung des Recyclings und der sicheren Wiederverwendung weltweit" durch

Behandlung von Prozesswasser der Textilindustrie zur Wiederverwendung.

Ziel 6.4: ,Bis 2030 die Effizienz der Wassernutzung erheblich steigern, um der
Wasserknappheit entgegenzuwirken und die Zahl der an Wasserknappheit leidenden
Menschen erheblich zu verringern", indem nachhaltige Praktiken der Wassernutzung geférdert

und umgesetzt werden.

Ziel 6.6: ,Bis 2030 sollen wasserbezogene Okosysteme geschiitzt und wiederhergestellt

werden”, indem gefahrliche Abwasser in betroffenen Bereichen reduziert werden.

Ziel 6.a: ,Bis 2030 die internationale Zusammenarbeit im Zusammenhang mit Wasser
einschliel8lich Entsalzung, Wassereffizienz, Abwasserbehandlung und Recycling in
Entwicklungsléndern  ausdehnen", indem auf bereits bestehende internationale
Forschungsnetzwerke aufgebaut und diese erweitert werden (z.B. Water4India), um die

deutsch-indische Zusammenarbeit zu intensivieren.

4. Stand des Wissens und der Technik

Die Verflugbarkeit von sauberem SifRwasser ist eine grundlegende Voraussetzung fir das
Uberleben aller Lebewesen. Allerdings wird sowohl die Menge als auch die Qualitit des
SuRwassers weltweit durch verschiedene Faktoren bedroht. Zu den wichtigsten
Einflussfaktoren zahlen der Klimawandel — der sich unter anderem durch haufigere
Hitzewellen, Durren und extreme Regenereignisse zeigt — sowie die hohe industrielle Aktivitat.
Diese flhrt zur Ubernutzung von Wasserressourcen auf allen Kontinenten, wobei derzeit etwa
1 bis 2 Milliarden Menschen unter Wasserknappheit leiden (Petersen et al. 2016; Arumugam
et al. 2020).

Der groRte Anteil des globalen SiRwasserverbrauchs entfallt mit rund 70 % auf die
Landwirtschaft, gefolgt von der Industrie mit 22 % und dem hauslichen Gebrauch mit 8 %.
Innerhalb der Industrie ist die Textilindustrie einer der gréRten StiBwasserverbraucher. Fur die

Herstellung von nur einem Kilogramm Textilien werden bis zu 200 Liter Wasser benétigt, da



jeder Schritt des Produktionsprozesses wasserintensiv ist. Insgesamt entstehen jahrlich mehr
als 20 Milliarden Liter Abwasser aus der Textilproduktion, was die Branche zu einem
Hauptverursacher von Industrieabwassern macht — mit einem Anteil von etwa 20 % an den

globalen Industrieabwassern.

Die Textilindustrie lasst sich in zwei Hauptbereiche unterteilen: die Trocken- und die
Nassstoffindustrie. In der nassen Textilverarbeitung kommen mehr als 3.600 verschiedene
Farbstoffe sowie rund 8.000 Chemikalien wie Sauren, Wachse, Ole, Weichmacher und Biozide
zum Einsatz. Diese Vielzahl an Substanzen flihrt zu einer komplexen und variierenden
Zusammensetzung der Textilabwasser (Dey and Islam 2015; Holkar et al. 2016; Hussain and
Wahab 2018; Madhav et al. 2018).

Besonders in Entwicklungs- und Schwellenlandern wie Indien, wo die Mehrheit der
Textilfabriken ansassig ist, werden Textilabwasser oft unzureichend oder gar nicht behandelt
und direkt in Oberflachengewasser eingeleitet (Holkar et al. 2016; Petersen et al. 2016; Hwang
et al. 2017; Arumugam et al. 2020; Sachidhanandham and Periyasamy 2020; Kasavan et al.
2021). Dies trifft insbesondere auf kleine Textilfarbereien zu, die in der Regel nicht Uber die
noétigen Ressourcen oder Technologien verfigen, um die Abwasser in einem

umweltschonenden Verfahren zu behandeln.

4.1 Textilabwasser in Indien und bisherige Behandlungsstrategien

Das Textilprozesswasser stellt den Hauptanteil der Textilabwasser dar und weist eine hohe
Konzentration an Farbstoffen, eine alkalische Reaktion (pH-Wert etwa 8,6) und einen hohen
chemischen Sauerstoffbedarf (CSB von etwa 2.457 mg/L) auf. Zudem enthalt es erhebliche
Mengen geloster Feststoffe (TDS ca. 8.000 mg/L), Chloride (bis zu 2.258 mg/L), Sulfate (etwa
3.458 mg/L) und Metalle (Santhana Raj et al., 2021). Zu den Hauptschadstoffen in
Textilabwassern gehoéren allerdings organische Verbindungen, Farbstoffe, chlorierte
Verbindungen sowie Salze. Besonders problematisch sind dabei reaktive Azofarbstoffe, da sie

chemisch stabil und schwer abbaubar sind.

Die Komplexitat und Variabilitdt des Abwassers sowie die geringen Wassermengen in den
textilverarbeitenden Landern erfordern den Einsatz hochentwickelter Systeme zur Reinigung
und Wasserrickgewinnung. Allerdings sind konventionelle physikalische, chemische und
biologische Verfahren haufig nicht in der Lage, den Salzgehalt im Abwasser ausreichend zu
reduzieren. Physikalische Verfahren sind zwar aufgrund ihrer hohen Effizienz bei der

Farbstoffentfernung und den niedrigen Betriebskosten in der Textilindustrie weit verbreitet,



haben jedoch den Nachteil, dass sie wasserlésliche Farbstoffe und verwendete

Koagulierungsmittel nicht effektiv recyceln kdnnen.

So zeigt das Koagulations-Flokulations-Verfahren zwar gute Ergebnisse bei der Entfarbung,
erzeugt jedoch grof3e Mengen Schlamm, dessen Entsorgung problematisch ist (Karam et al.,
2021). Membrantrennverfahren dagegen bieten Vorteile wie hohe Selektivitadt und moderates
Kosten-Leistungs-Verhaltnis, sind jedoch durch Fouling-Effekte begrenzt, die die Effizienz
beeintrachtigen (Chidambaram et al., 2015). Die Chlorierung und Ozonierung des textilen
Abwassers stellt ein effektives Entfarbungsverfahren dar. Ozon kann organische Schadstoffe
und Farbstoffe ohne signifikante Rickstadnde mineralisieren, jedoch sind beide Methoden mit
hohen Kosten und Energieaufwand verbunden (vgl. Rekhate und Srivastava, 2020;). Des
Weiteren kann die Bildung von Transformationsprodukten mit erhohter Toxizitat nicht
ausgeschlossen werden, sodass chemische und okotoxikologische Begleituntersuchungen

erforderlich sind.

Aufgrund der stabilen molekularen Bindungen sowie der Toxizitat der Farbstoffe erweisen sich
biologische Verfahren, wie das aerobe Belebtschlammverfahren, vielfach als ineffektiv (Sarayu
und Sandhya, 2012; Abdi et al., 2020). In Indien findet daher eine Kombination aus
physikalischen, chemischen und biologischen Verfahren Anwendung, zu denen die
Ozonierung, die Koagulation-Flokulation, die Nanofiltration sowie die Umkehrosmose zahlen.
Die Anwendung hybrider Technologien fuhrt zwar zu einer Reduktion von Schadstoffen,
jedoch entstehen dabei auch groRe Mengen an gefahrlichen Feststoffabfallen, deren

Entsorgung mit Herausforderungen verbunden ist.

Elektrochemische fortgeschrittene Oxidationsverfahren (E-AOPs) bieten vielversprechende
Ansatze zur Oxidation persistenter organischer Schadstoffe. Diese Technologien erzeugen
Oxidationsmittel wie Hydroxylradikale und reduzieren den Bedarf an chemischen Zusatzen.
Dennoch ist gerade hinsichtlich des hohen Energieverbrauch und der Skalierbarkeit weitere

Forschung natig.

Die Implementierung fortschrittlicher Technologien ermdglicht nicht nur eine Reduktion von

Schadstoffen, sondern auch eine effektive Riickgewinnung von Wasser und Salzen.

Obgleich in einigen Bereichen Fortschritte zu verzeichnen sind, kann bislang keine universell
anwendbare LOsung prasentiert werden. Eine Kombination aus innovativen Verfahren,
Pilotprojekten sowie einer interdisziplindren Zusammenarbeit zwischen Forschung und
Industrie ist erforderlich, um eine effiziente und nachhaltige Abwasserbehandlung zu

gewahrleisten.



4.2 Okotoxikologische Effekte von Textilabwésser

Die Textilherstellung verursacht grof’e Mengen an Abwasser, welches in vielen Fallen ohne
hinreichende Behandlung in Gewasser eingeleitet wird. Dieses Abwasser enthalt eine
komplexe Mischung aus Schwermetallen, organischen Verbindungen, Farbstoffen,
Farbesalzen und Tensiden. Es ist bekannt, dass die genannten Inhaltsstoffe von
Textilabwassern diverse Effekte haben kénnen, die von endokriner Wirksamkeit, mutagener
und gentoxischer Wirkung bis hin zu Fischtoxizitdt reichen kénnen. So konnten hohe
Konzentrationen von Nonylphenol (30 - 400 ug/L) und Bisphenol A (0,37 - 14,5 ug/L) in textilen
Abwassern nachgewiesen werden, die bekanntermafien einen endokrinen Effekt aufweisen
(Zhou et al. 2015). Zudem konnte sowohl eine mutagene als auch eine gentoxische Wirkung

von Textilabwassern nachgewiesen werden (Khan et al. 2019).

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass eine Beeintrdchtigung der
Embryonalentwicklung von Fischen durch Schwermetalle mdglich ist. In einer Studie von
Gouva et al. (2020) konnten Entwicklungsverzégerungen in Zebrafischen sowie ein
verzdgertes Schllpfen der Larven bei Schwermetallkonzentrationen ab 50 mg/I nachgewiesen
werden. Perera and Pathiratne (2013) wiesen nach, dass eine Hemmung der
Acetylcholinesterase-Aktivitat (AChE) im Gehirn von Nil-Tilapia durch Schwermetalle mdglich
ist, wobei eine Reduktion von bis zu 40 % beobachtet wurde. Neben Schwermetallen tragen
organische Substanzen wie Organophosphat- und Carbamat-Pestizide zur AChE-Hemmung
bei. In Textilabwasser konnten Pestizide mit einem Anteil von etwa 16 % nachgewiesen
werdend. Studien belegen zudem, dass Azofarbstoffe wie Acid Violet 7 und Acid Blue 113 die
AChE-Aktivitat bei Zebrafischen und Mausen signifikant hemmen (Ben Mansour et al. 2010).
Die neurotoxischen Effekte dieser Substanzen wirken sich zudem das Verhalten von Fischen
aus. In Studien aus den Jahren 2017 und 2020 wurde Uber eine signifikante Verringerung der
Schwimmaktivitat von Zebrafischlarven beobachtet, die synthetischen Farbstoffen wie Basic
Red 51 und Acid Blue 113 ausgesetzt waren (Abe et al. 2017; Tippabathani et al. 2020). Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Azofarbstoffe und andere Textilfarbstoffe wie
Indigo eine dioxinahnliche Wirkung tber die Induktion der EROD-Aktivitat aufweisen kénnen,
wobei die EROD-Aktivitat als Marker fur die Aktivierung des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors
(AHR) dient. In diesem Zusammenhang konnten Studien eine bis zu 23-fache Induktion der
EROD-AKktivitat bei Fischen nachweisen, die Textilabwassern ausgesetzt waren (Jonsson et
al. 2006; Perera and Pathiratne 2013Db).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen belegen, dass Textilabwasser ein

signifikantes toxisches Potential aufweisen. Schwermetalle, organische Verbindungen und
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Farbstoffe wirken sich negativ auf aquatische Organismen aus. Diese Erkenntnisse
unterstreichen die Notwendigkeit, Abwasserbehandlungstechnologien weiterzuentwickeln. Es
ist allerdings notwendig neu entwickelte Abwassertechnologien mit chemischen und
Okotoxikologischen Untersuchungen zu begleiten. Insbesondere oxidative Verfahren erweisen
sich dabei als sehr effizient hinsichtlich der Reduktion organischer Schadstoffe. Allerdings
kénnen bei diesen Verfahren Transformationsprodukte entstehen, die eine héhere Toxizitat
aufweisen kénnen als die Ausgangssubstanz. Um dies auszuschlieen ist es erforderlich
sowohl die behandelte als auch die unbehandelte Textilabwasserproben einer umfassenden

Okotoxikologischen Untersuchung zu unterziehen.

5 Untersuchungsgebiet

5.1 Die Klaranlage Kunnakalpalayam Common Effluent Treatment
Plant

Die Klaranlage Kunnakalpalayam Common Effluent Treatment Plant (CETP) wurde am 1. April
1999 in Betrieb genommen. Die Anlage verfligt Uber eine genehmigte Kapazitat von
5,5 Millionen Litern pro Tag. Die Kosten fir das CETP-Projekt beliefen sich auf 6624,7 Lakh
(knapp 7,4 Millionen €), wobei die Anlage eine Flache von 1,71 Hektar einnimmt. Derzeit leiten
15 regionale Textilfarbereien ihr Abwasser in die Kunnankalpalayam CETP, wo es in einem
Zero Liquid Discharge (ZLD) System aufgereinigt wird. Das Ziel des ZLD ist es das Abwasser
so weit zu reinigen, dass es im Anschluss in der Textilindustrie wiederverwendet werden kann
und nicht als Abwasser in die Umwelt geleitet wird. Des Weiteren sollen Salze, die eine
Hauptkomponente textiler Abwasser darstellen und in hohen Konzentrationen im Abwasser
vertreten sind, zuriickgewonnen und ebenfalls in der Textilindustrie wieder verwendet werden.
Das ZLD-System ist somit zum einen aus 6kotoxikologischer Sicht von Vorteil, da hierdurch
weniger Abwasser in die Umwelt geleitet wird und dieses zuvor stark aufgereinigt wird. Jedoch
bringt das ZLD-System auch Vorteile fir die Textilindustrie, da hierdurch bis zu 90 % des
Wassers und der Salze wiederverwendet werden koénnen, was mit hohen finanziellen

Einsparnissen einhergeht.

5.2 Pilotstudie
Im Rahmen des EfectroH20-Projekts wurde eine elektrochemischer Ozon-Oxidationsreaktor
im PilotmaRstab mit einer Kapazitat von 350 Litern entwickelt, um organische Schadstoffe in
Textilabwassern effektiv zu entfernen (Abbildung 3), die Prozesswasserbehandlung zu

verbessern und den Prozess in der Industrie insgesamt zu optimieren. Die Anlage ist derzeit
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in einer an der Klaranlage in Kunnakalpalayam (CETP) in Tiruppur in Tamil Nadu, Indien
installiert, wo Versuche mit realem Abwasser durchgefiihrt werden, um verschiedene
Parameter zu optimieren. Im Rahmen des Projekts wurden die in der Anlage behandelten
Abwasserproben ebenfalls einer 6kotoxikologischen Untersuchung unterzogen. Dies diente
zum einen der Evaluierung der Anlageneffizienz und zum anderen der Identifizierung und

Bewertung potenzieller Transformationsprodukte.

Abbildung 3: Pilotreaktor installiert an der Klaranlage in Kunnakalpalayam CETP, Tiruppur

5.3 Proben und Probenahmestandorte
Im Rahmen des EfectroH20-Projekts wurden zum einen textile Abwasserkomponenten (Salze
und Farbstoffe) einzeln analysiert und Mischungen aus diesen synthetisiert. In einem ersten
Schritt wurden die Effekte der Einzelkomponenten hinsichtlich ihrer potenziellen akuten und
mechanismusspezifischen Toxizitat untersucht, um im weiteren Verlauf der Untersuchungen
Hinweise auf den Anteil der Gesamttoxizitat zu erhalten. Im weiteren Verlauf des Projekts
wurden zudem unbehandelte und behandelte Proben aus der Klaranlage in Indien sowie aus
den Pilotanlagen in Indien und Aachen untersucht. Die Proben wurden hinsichtlich ihres
akuten Potentials im nativen (unbehandelten) Zustand untersucht. Fur die Zelltests dagegen
mussten die Proben mittels Losungsmittel in einen flissigen und aufkonzentrierten Zustand

Uberfihrt werden.

Des Weiteren wurden im Rahmen der Extraktion eine Rohabwasserprobe in eine gebundene
und eine ungebundene Fraktion unterteilt und einer umfassenden &kotoxikologischen
Untersuchung unterzogen, um weitere Hinweise auf die Treiber der Toxizitat zu identifizieren.
Auf diese Weise lassen sich Rickschlisse sowohl auf organische Schadstoffe (gebunden an
der Saule und anschlieRend extrahiert) als auch auf Schwermetalle (geléste, nicht an der
Séaule gebundene Stoffe) ziehen.
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Mit dieser Untersuchungsstrategie sollte ein umfassendes Wissen hinsichtlich der Wirkung der

textilen Abwasser erreicht werden.

5.3.1 Probenahme und -herstellung

Textile Abwasserkomponenten

Um das Okotoxikologische Potential der sehr komplexen nativen textilen Abwasser vorab
besser einschatzen zu kdnnen, wurden zunachst einzelne textile Abwasserkomponenten in
Vorversuchen untersucht. Hierbei lag der Fokus der Untersuchungen auf Salzen und textilen
Farbstoffen, welche die zwei Hauptkomponenten textiler Abwasser darstellen. Im Rahmen der
Intersuchungen wurde zunachst ein natives (unbehandeltes) textiles Abwasser der
Textilindustrie MS/Rohini, Erode in Tamil Nadu, Indien, entnommen und hinsichtlich der Salze
und textilen Farbstoffe analysiert. Mit dieser initialen Beprobung war es mdglich die
entsprechenden Konzentrationen fir die anschlieRend erstellten Mischungen zu berechnen.

Die genaue Zusammensetzung des nativen textilen Abwassers ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Konzentration der Salze und textilen Farbstoffe im nativen textilen Abwasser der Textilfabrik MS/Rohini,
Erode in Tamil Nadu, Indien.

Konzentration (g/L)
Rohes textiles Abwasser Salze NazS04 3,1294
NaCl 2,0924
NaHCOs 1,8204
CaClz 0,0456
MgCl2 0,0322
Textile Farbstoffe 29
Salze

Die potenzielle Zusammensetzung und Konzentration der Salze im textilen Abwasser wurden
anhand der gemessenen Salzionen-Konzentration im Abwasser bestimmt. Die Konzentration
an Salzen im Abwasser betrug 7 g/L, wobei funf verschiedene Salze identifiziert werden
konnten. Im Rahmen der 6kotoxikologischen Untersuchungen wurde der Fokus auf Na>;SO4
und NaCl gelegt, da sie mengenmalig die zwei Hauptkomponenten der detektierten Salze
darstellen und dementsprechend die grote dkotoxikologische Relevanz besitzen. Die beiden

Salze wurden jeweils in zweifach destillietem Wasser gelést und anschliefend in den
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verschiedenen Tests untersucht. Die Salzlésungen wurden vor jedem Test frisch angesetzt,

um ein Ausfallen der Salze zu verhindern.

Textile Farbstoffe
Die Konzentration an textilen Farbstoffen wurde anhand des chemischen Sauerstoffbedarfs

des nativen textilen Abwassers bestimmt. Die Konzentration der textilen Farbstoffe betrug
2.9 g/L vor.

Abbildung 4: Die fiinf reaktiven Azofarbstoffe und der Farbmix. Von links nach rechts: Red GDN, Navy
GDG, Yellow GD3R, Black GDNN, Red ME3B und der Farbmix. Die Konzentration der Farbstoffe
betragt jeweils 7g/L.

Im Rahmen des EfectroH20-Projekts wurden exemplarisch fir die Gesamtheit der textilen
Farbstoffe im Abwasser finf reaktive Azofarbstoffe (Red GDN, Navy GDG, Yellow GD3R,
Black GDNN und Red ME3B) (Abbildung 4) untersucht, welche von der Firma Colourtex
Industries Pvt. Limited (Paikee of Bhestan, Surat — Gujarat, Indien) stammen und in der
Textilfarbung zum Einsatz kommen (Tabelle 3). Die Farbstoffe lagen in Pulverform vor und
wurden jeweils in zweifach destillietem Wasser gelést und bei 4 °C aufbewahrt. Die

Farblésungen wurden alle drei Monate erneuert.

Tabelle 3: Ubersicht der untersuchten reaktiven Azofarbstoffe

Produkt Name Cas. Nummer
Red GDN Reactive Red 195 89157-0-9
Navy GDG Reactive Blue 250 93951-21-4
Yellow GD3R Corafix Yellow GD3R 171599-84-1
Black GDNN Reactive Black 5 17095-24-8
Red ME3B Reactive Red 194 23354-52-1
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Mischungen der textilen Abwasserkomponenten
Nachdem die Salze und die funf Farbstoffe einzeln 6kotoxikologisch untersucht wurden, wurde
im weiteren Verlauf der Untersuchungen drei Mischungen hergestellt (Tabelle 4):

¢ eine Salzmischung bestehend aus flnf Salzen;

¢ Farbstoffmischung bestehend du den Farbstoffen

e Ein synthetisches Textilabwasser bestehend aus den Salzen und Farbstoffen der

ersten beiden Mischungen

Auf diese Weise sollte die Komplexitat erhoht und untersucht werden, inwiefern Salz als
potenzieller zusatzlicher Stressor die Toxizitdt der Salze verandert. Das Ziel dieser
Untersuchungen bestand in der Erfassung der Wechselwirkungen der verschiedenen textilen
Abwasserkomponenten  bezuglich  der  Toxizitdt in  den  Okotoxikologischen
Untersuchungsmethoden.
Im ersten Schritt wurden je eine Salz- und eine Farbstoffmischung hergestellt und untersucht.
Die Salzmischung wurde entsprechend so zusammengesetzt, dass sie die funf im nativen
Abwasser detektierten Salze (NaxSOs, NaCl, NaHCO3, CaCl, und MgCly) in der jeweiligen
gemessenen Konzentration enthielt. Die Farbstoffmischung wurde aus den funf zuvor
untersuchten textilen Farbstoffen hergestellt. Da es nicht mdglich war die genaue
Konzentration einzelner Farbstoffe im nativen textilen Abwasser zu bestimmen, wurde
beschlossen alle finf Farbstoffe in der Farbstoffmischung in derselben Konzentration zu
untersuchen. Die Untersuchungen des Salz- und Farbmixes hatten zum Ziel, die
Mischungseffekte zu untersuchen, die durch das Vorhandensein von Substanzen aus
derselben Stoffklasse entstehen kénnen. Wie fir die Einzelkomponenten beschrieben, wurde
die Salzmischung vor jeder Untersuchung frisch hergestellt, wohingegen die
Farbstoffmischung kihl gelagert und bis zu drei Monate lang verwendet wurde.
Im nachsten Schritt wurde ein synthetisches textiles Abwasser hergestellt und analysiert,
welches sowohl die Salz- als auch die Farbstoffmischung enthielt. In diesem wurden die
verschiedenen Salze und Farben in der jeweiligen Konzentration (siehe Abschnitt Textile
Farbstoffe), wie sie im nativen textilen Abwasser gemessenen wurden, zusammengestellt. Das
synthetische textile Abwasser gleicht somit einem nativen Abwasser hinsichtlich der
Hauptkomponenten Salze und textile Farbstoffe. Die Untersuchung des synthetischen textilen
Abwassers erlaubt daher eine Abschatzung des 6kotoxikologischen Potenzials einer Mischung
aus Salzen und Farbstoffen. Das synthetische textile Abwasser wurde vor jeder Untersuchung
frisch hergestellt. Die genaue Zusammensetzung der drei synthetischen Mischungen kann

Tabelle 4 enthommen werden.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der verschiedenen synthetischen Mischungen.

Probe Komponente Konzentration Gesamt- Probenart
[g/L] konzentration
[g/L]
Synthetisches Salz Naz2S04 3,13 7 Wasserprobe
textiles mix NaCl 2.09
Abwasser
NaHCO3 1,82
CaCl2 0,045
MgCl2 0,032
Farb Red GDN 0,58 2,9 Wasserprobe
miX  "Navy GDG 0,58
Yellow GD3R 0,58
Black GDNN 0,58
Red ME3B 0,58

Reale textile Abwasser

Im Anschluss an die Vorversuche zu einzelnen Textilabwasserkomponenten und
synthetischen Mischungen wurden verschiedene textile Abwasser untersucht. Ziel war es, die
Toxizitat realer, hochkomplexer Abwasser zu bewerten und die Reinigungsleistung der
entwickelten Abwasserreinigungstechnologien zu evaluieren. Dadurch konnten Erkenntnisse
uber die Gefahrdung von Gewasserorganismen gewonnen werden, die durch die Einleitung

textiler Abwasser verursacht wird.

Die im Rahmen des EfectroH20-Projekts untersuchten textilen Abwasser stammen aus der
Klaranlage Kunnankalpalayam CETP in Tirupur, Tamil Nadu, Indien. Fir die Untersuchungen
wurden vier verschiedene textile Abwasser aus dem Homogenisationstank entnommen
(Abbildung 5). sammelt und vermengt das Abwasser der textilen Fabriken, die in die
Klaranlage einleiten. Die Probenahme erfolgte zu vier verschiedenen Zeitpunkten zwischen
Juli 2021 und Mai 2024, jeweils an derselben Stelle des Tanks. Die Proben wurden in saubere
Glasflaschen gefiillt und bis zum Transport an die Goethe-Universitat bei 4 °C gelagert. Dort
wurden die Abwasser entweder sofort weiterverwendet (fur Tests oder Extraktionen) oder bei

-20 °C eingefroren, um den Abbau der enthaltenen Substanzen zu verhindern.
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Abbildung 5: Homogenisationstank der Kunnankalpalayam Common Effluent Treatment Plant (CETP)
in Tirupur, Tamil Nadu, Indien in welchem das textile Abwasser der einleitenden Textilfabriken
gesammelt und vermengt wird.

Die gewonnenen Proben wurden in ©kotoxikologischen Untersuchungen entweder nativ
(unbehandelt) oder extrahiert (mittels Festphasenextration; siehe Kapitel 6.1.5) untersucht.
Eine Ubersicht tiber die untersuchten Abwasser ist in Tabelle 5 dargestellt.

Der Fokus der ersten Beprobung lag auf der Untersuchung der Toxizitat textiler Abwasser
sowie der Reinigungseffizienz der Chlorierung, welche fir textile Abwasser in Indien die
gangige Aufbereitungsmethode darstellt. Das textile Abwasser wurde hinsichtlich der akuten
Toxizitat gegenliber Organismen sowie der mechanismusspezifischen Toxizitat mit Zellen
untersucht. Zu den analysierten mechanismusspezfischen Endpunkten zahlen die
dioxindhnliche Wirkung sowie endokrine Effekte. Diese Methoden sind sehr sensitiv und
ermdglichen einen genauen Einblick in die Wirkmechanismen, die zur Toxizitat textiler
Abwasser fiihren. Da die Untersuchung von Wasserproben in zellbasierten Methoden nur
begrenzt mdglich ist, wurde das textile Abwasser der ersten Beprobung mittels
Festphasenextraktion (SPE) mit Lésungsmittel extrahiert (siehe Kapitel 5.4). Der Extrakt
enthalt anschlieBend primar die im Abwasser enthaltenen angereicherten organischen
(Schad-) Stoffe.
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Tabelle 5: Ubersicht der untersuchten (un-)behandelten textilen Abwasser aus der Kunnankalpalayam

CETP.
Abwasser Probenbeschreibung | Probenbezeichnung | Art der Probenahme-
Probe Zeitpunkt
Abwasser 1 Extrakt der bindenden | BFraktion_WW1 Extrakt Juli 2021
aus der Kunnan- | Fraktion (organische
kalpalayam Schadstoffe)
CETP Chloriert CL_Ww1 Extrakt
Abwasser 2 Unveranderte Raw_WW?2 Wasserpro | Juli 2023
aus der Kunnan- | Wasserprobe be
kalpalayam Extrakt der bindenden | BFraktion WW2 Extrakt
CETP Fraktion (organische
Schadstoffe)
Wasserprobe der NBFraktion_WW2 Wasserpro
nicht-bindenden be
Fraktion (anorganische
Schadstoffe)
Abwasser 3 Extrakt der bindenden | BFraktion_WW3 Extrakt Mai 2024
aus der Kunnan- | Fraktion (organische
kalpalayam Schadstoffe)
CETP Bis einschlieflich CL_Wwa3 Extrakt
Chlorierung aufbereitet
Am [ITM mit Eperoxon | EP_WW3 Extrakt

behandelt
(Pilotanlage)

Bei der zweiten Beprobung wurde das Abwasser in zwei Fraktionen aufgetrennt:

1. Eine saulenbindende Fraktion (Extrakt), die vor allem organische Schadstoffe

enthalt.

2. Eine nicht-saulenbindende Fraktion (Wasserprobe), die primar anorganischen

Schadstoffe enthalt (Abbildung 6).

Durch die Auftrennung des Abwassers in die beiden Fraktionen sollte so eine Annaherung an

die toxischen Treiber erfolgen. Die akute Toxizitat wurde fur beide Fraktionen (Extrakt und

Wasserprobe) untersucht, wahrend die mechanismusspezifische Toxizitat mit den Extrakten

analysiert wurde. Um zudem die Probe in ihrer Gesamtheit zu untersuchen, wurde diese

Abwasserprobe ebenfalls nativ (unbehandelte Wasserprobe) untersucht, um die Toxizitat des

gesamten Abwassers mit den Fraktionen zu vergleichen und mdogliche Toxizitatstreiber zu

identifizieren.

18



Festphasenextraktion

W

Unbehandelte Abwasserprobe

» 4

Nicht gebundene Fraktion Gebundene Fraktion

b

Abbildung 6: Herstellung der beiden Fraktionen des Abwassers 3 in eine nicht-sdulenbindende
(Wasserprobe) Fraktion und eine saulenbindende Fraktion (Extrakt).

Die dritte Beprobung diente der Uberprifung der Reinigungseffizienz von zwei
Aufbereitungstechnologien:  Chlorierung und E-Peroxon-Behandlung. Aufgrund der
Erkenntnisse der der ersten drei Beprobungen wurde die Biotestbatterie angepasst und der
Fokus primar auf die mechanismusspezifische Toxizitdt der organischen Extrakte gelegt.
Durch den Vergleich mit den Ergebnissen der unbehandelten Abwasser, kann die

Aufbereitungsleistung der verschiedenen Technologien bewertet werden (Tabelle 5).

Die Aufreinigung der Abwasserproben 1 und 3 erfolgte jeweils in der Kunnankalpalayam CETP
in Tamil Nadu, Indien. Die Proben 1 und Abwasser 3 wurden bis einschlielich zur Chlorierung

in der Anlage gereinigt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematischer Uberblick der Reinigungsstufen der Klaranlage Tamil Nadu (erstellt von
Anna Anju, [ITM). Die Proben zur Untersuchung toxischer Treiber wurden im Juli 2021 entnommen.
Markiert sind die Probenahmestellen des unbehandelten Abwassers (Probe A) sowie des behandelten
Abwassers nach Chlorinierung (Hypo-Treatment-System) und Filtration (Probe B).

5.4 Herstellung von Extrakten
Im Rahmen der weiterfhrenden Untersuchungen zur mechanismusspezifischen Toxizitat und
fur die chemische Analyse wurden aus den textilen Abwasserproben organische Extrakte
hergestellt. Hierbei wird die Gesamtheit der (organischen) Schadstoffe aus der Wasserphase

extrahiert und angereicht.

Die Extraktion der Schadstoffe aus den Abwasserproben erfolgte mittels Festphasenextraktion
(Solid Phase Extraction; SPE). Hierflir wurden die Abwasser zunachst unter Zuhilfenahme
eines Vakuums filtriert (PorengréfRe 1,2 um, VWR). AnschlieRend wurden die filtrierten Proben
mithilfe eines Vakuums auf zuvor hydrophil-lipophil abgestimmte SPE-Kartuschen (Oasis HLB)
geladen. Die Konditionierung erfolgte gemaf Herstellerangaben in steigender Polaritat durch
Dichlormethanol (DCM), Methanol und zweifach destilliertes Wasser. Die beladenen
Kartuschen wurden anschlieend eluiert. Fur die Eluierung wurden in absteigender Polaritat
Methanol und DCM verwendet. Im Anschluss an die Eluierung wurden die gewonnenen
Extrakte in einem Multivapor (Buchi Labortechnik GmbH, Essen) unter Vakuum eingeengt, in
Braunglasvials Uberflhrt und anschlief3end unter einem konstanten Stickstoffstrom bis nahezu

zur Trockenheit eingeengt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Extraktionsvorgang der Abwasserproben. A) Filtration der Proben mit Hilfe eines
Vakuums. B) Beladen der Kartuschen. C) Einengung der gewonnenen Extrakte in einem Multivapor. D)
Austausch der Losemittel durch Dimethylsulfoxid (DMSO).
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Far die chemische Analytik wurden die Extrakte in analytischem Methanol zurlickgelost. Das
Volumen des fertigen Extrakts wurde so eingestellt, dass die Schadstoffe in einem finalen
Aufkonzentrierungsfaktor (Relative Enrichment Faktor; REF) von 2.000 vorlagen. Fir die
weiterfihrenden Biotests wurden die in analytischem Methanol vorliegenden Extrakte erneut
unter Stickstoff bis fast zur Trockenheit eingeengt. Anschlie3end erfolgte eine Ricklésung der
Extrakte in der erforderlichen Menge an Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Prozesskontrolle wurde
ultrareines deionisiertes Millipore-Wasser auf gleiche Art und Weise wie die zuvor

beschriebenen Proben extrahiert.

5.5 Okotoxikologische Verfahren

Im Rahmen des EfectroH20-Projekts wurde eine ganzheitliche Biotestbatterie angewendet,
um die textilen Abwasser und deren Komponenten umfassend o6kotoxikologisch zu
charakterisieren. Die Testbatterie kombiniert verschiedene Endpunkte sowohl auf
organismischer (akute Toxizitat) als auch zellularer Ebene (mechanismusspezifische Effekte).
Auf diese Weise ist es mdglich, textile Abwasser umfangreich zu untersuchen und ebenfalls
Mischungseffekte zu erfassen, auch ohne Vorkenntnisse Uber die chemischen Inhaltsstoffe
der textilen Abwasser zu besitzen. Mischungseffekte spielen insbesondere in komplexen
Umweltproben, wie textilen Abwassern, eine bedeutende Rolle. Dies ist darauf
zurtckzufuhren, dass sie mehrere tausend Substanzen aus verschiedensten chemischen
Gruppen (u.a. Weichmacher, Pestizide, Textilfarben) enthalten. Solche komplexen
Mischungen konnen entsprechend andere O©kotoxikologische Effekte aufweisen als
Einzelsubstanzen. Daher ist es empfehlenswert neben der chemischen Analyse einzelner
Schadstoffe auch Biotests als Summenparameter flr die 6kotoxikologische Bewertung von

textilen Abwassern anzuwenden.

5.5.1 Aquatische Trias
Die im Rahmen des EfectroH20-Projeks betrachteten Proben wurden zunachst hinsichtlich
ihrer akuten Toxizitat untersucht. Hierfir wurde die sogenannte aquatische Trias verwendet.
Diese umfasst drei Stellvertreterorganismen, welche eine kleine Nahrungskette darstellen und
verschiedenen trophischen Ebenen angehdren. Hierdurch soll eine mdglichst umfangreiche
und 6kologisch relevante Bewertung des akut toxischen Potenzials textiler Abwasser erfolgen.
Die Modellorganismen umfassen die Grinalge Raphidocelis subcapitata als Vertreter der
Primarproduzenten, die Crustacea Daphnia magna als Vertreter der Primarkonsumenten

sowie Danio rerio-Embryonen und Larven als Vertreter der Sekundarkonsumenten. Diese drei
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Organismen werden standardisiert fur die Bewertung von Abwassern herangezogen. Eine

Ubersicht der verwendeten Testverfahren ist in Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Ubersicht der untersuchten dkotoxikologischen Endpunkte

Okotoxikologischer Endpunkt Testverfahren Norm/Guideline

Wachstumshemmung Algenwachstums-Hemmtest DIN 38412-59
OECD 201

(Im-)Mobilitat Daphnien-Immobilisationstest DIN EN ISO 6341
OECD 202

Embryotoxizitat, Teratogenitat Fischembryo- Toxizitatstest Din EN I1SO 15088
OECD 236

Algenwachstums-Hemmtest (Raphidocelis subcapitata)

Der Algenwachstumshemmtest mit der einzelligen Griinalge Raphidocelis subcapitata wurde
nach DIN 28412-59 durchgefihrt. Als Primarproduzent im limnischen System erfullt
Raphidocelis subcapitata eine wichtige Funktion im Okosystem, indem die Griinalge
Sauerstoff zur Verfligung stellt und Organismen aus héheren trophischen Ebenen als Nahrung
dient. Somit haben negative Effekte auf Primarproduzenten einen Einfluss auf das gesamte
Okosystem.

Fir den Algenwachstumshemmtest wird Raphidocelis subcapitata fir einen Zeitraum von 72 h
gegenlber verschiedenen Verdinnungsstufen der Proben exponiert. Die Zunahme der
Biomasse der Algen wurde nach 24, 48 und 72 h fluorometrisch bestimmt. Die prozentuale
Wachstumsinhibition kann durch den Vergleich der Biomassezunahme einer unbelasteten
Kontrolle (Negativkontrolle) berechnet werden. Abweichend von der Norm wurde der
Algenwachstumshemmtest in 24-Well-Mikrotiterplatten anstelle von Kolben durchgefiihrt.
Dieses Verfahren ist einfacher, schneller und ermdglicht einen héheren Probendurchsatz

(Eisentraeger et al. 2003).

Daphnien-Immobilisationstest (Daphnia magna)

Der Daphnien-Immobilisationstest gemaR DIN EN ISO 6341 ermdglicht die Bewertung der
Toxizitat der Proben gegenuber Primarkonsumenten. Auch Primarkonsumenten besitzen eine
wichtige Funktion fir limnische Okosysteme, da sie sich zum einen von Bakterien, Algen und
kleinen Partikeln ernahren, welche sie aus dem Waser filtrieren und somit zu einer guten
Wasserqualitat beitragen. Zum anderen dienen sie anderen Organismen als Nahrung.

Fir den Daphnien-Immobilisationstest wurden Neonaten des SifRwasserkrebses Daphnia
magna verwendet, welche nicht alter als 24h alt waren. Diese wurden gegeniber

verschiedenen Konzentrationen der Proben exponiert und die Mobilitdt der Neonaten nach
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24 h und 48 h ermittelt. AbschlieRend wurde der prozentuale Anteil der immobilen

(schwimmunfahigen) Daphnien berechnet.

Fischembryo-Toxizitatstest (Danio rerio)

Der Fischembryo-Toxizitatstest (FET) gemaR® DIN EN ISO 15088 wurde verwendet um die
embryotoxischen und teratogenen Wirkungen (Auftreten von Fehlbildungen wahrend der
Entwicklung) der Proben auf die Entwicklung des SiRwasserfischs Danio rerio (Zebrabarbling)
als Vertreter der Sekundarkonsumenten zu untersuchen.

Der Test stellt eine Alternativmethode zu Tierversuchen dar, da der Embryo sich bis zu einem
Zeitpunkt von 120 h nach der Befruchtung (hours post fertilisation; hpf) nicht selbststandig
ernahrt und die Untersuchungen demensprechend rechtlich nicht als Tierversuch gelten. Der
Fischembryo-Toxizitatstest ersetzte im Jahr 2005 den akuten Fischtest mit der adulten
Goldorfe (Leuciscus idus) und gilt seitdem als Standardverfahren fiir die 6kotoxikologische
Untersuchung von Abwéassern und anderen komplexen Umweltproben. Die Embryonen
werden gegentber verschiedenen Konzentrationen der Proben exponiert. In einem Intervall
von 24 bis 120 hpf erfolgt eine Untersuchung verschiedener letaler und subletaler Effekte

(Tabelle 7) im sich entwickelnden Embryo.

Tabelle 7: Im FET untersuchte (sub-)letale Effekte.

Subletale Effekte Letale Effekte

Fehlende Spontanbewegung Schwanz nicht vom Dottersack gelost
Fehlende Augenanlage Keine Somitenanlage
Herzdeformationen Fehlender Herzschlag
Dottersackddem Koagulation

Herzbeutelodem

Flossendeformationen

Fehlende Pigmentierung

Wirbelsaulendeformationen

Fehlentwicklung der Embryonen

Durchblutungsstérungen

Unterentwicklungen der Embryonen

Neben der Untersuchung der embryotoxischen und teratogenen Wirkung von textilen
Abwassern eignen sich die Embryonen und Larven des Modelorganismus Danio rerio
ebenfalls fir die Untersuchung zahlreicher weiterer spezifischer Endpunkte (z.B.
Neurotoxizitat und oxidativer Stress). Dies ermdglicht die Wirkmechanismen textiler Abwasser
auf den sich entwickelnden Organismus umfanglicher verstehen zu kénnen. Ein groRer Vortell
dieser Untersuchungen besteht darin, dass ein gesamter Organismus in die Untersuchungen

eingebunden ist, wodurch ein 6kologisch realistischeres Szenario abgebildet wird.
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Fir die Untersuchung der im Folgenden beschriebenen Endpunkten in Danio rerio wurde als
hoéchste Konzentration jeder Probe jeweils der EC1o verwendet, d.h. diejenige Konzentration
der Probe, bei der 10 % der untersuchten Embryonen einen Effekt zeigten. Hierdurch wird
sichergestellt, dass die spezifischen Endpunkte nicht durch die akute Toxizitat tGberlagert

werden.

Spontaneous Tail Coiling Assay

Verschiedene Studien in den letzten 10 Jahren haben gezeigt, dass die Untersuchung der
spontanen Schwanzbewegung (Spontaneous Tail Coiling) eine geeignete Methode ist, um das
neurotoxische Potential von Chemikalien zu untersuchen. Die Anzahl der
Schwanzbewegungen, welche innerhalb einer Minute von den 24 Stunden alten Embryonen
ausgefuhrt werden, wird gezahlt. Die Untersuchung der spontanen Schwanzbewegung
ermdglicht insbesondere eine ldentifikation potenziell neurotoxischer Effekte im sich noch
entwickelnden neurologischen System von Danio rerio Embryonen. Eine weitere Mdglichkeit
der Anwendung besteht in der Kombination des Tests mit dem Light-Dark-Transition-Test.
Dies fihrt zu einer Reduktion der benétigten Embryonen und entspricht dem Prinzip des

Tierwohls.

Light-Dark-Transition-Test (LDT-Test)

Der Light-Dark-Transition-Test (LDT-Test) mit Danio rerio Larven ermdglicht die Untersuchung
von Veranderungen im Schwimmverhalten, die durch textile Abwasser ausgeldst werden
kénnen. Der LDT-Test ist eine der am haufigsten verwendeten Methoden, um das
Schwimmverhalten von Fischlarven zu untersuchen (Legradi et al. 2018). Auf diese Weise
konnen bereits in einem sehr niedrigen und nicht akut toxischem Konzentrationsbereich
Aussagen uber das neurotoxische Potential der textilen Abwasser getroffen werden.

Im LDT-Test erfolgt eine Untersuchung des Schwimmverhaltens von 120 h alten Danio rerio
Larven, welche einer Belastung ausgesetzt wurden. Die geschlipften und schwimmfahigen
Larven werden dabei abwechselnd Hell- und Dunkelreizen ausgesetzt und die
geschwommene Distanz (total moved distance) aufgezeichnet. Ergdnzend zum Spontaneous
Tail Coiling assay kdnnen mit Hilfe des LDT-Tests die neurotoxischen Effekte auf ein bereits

voll entwickeltes neurologisches System untersucht werden.

Biomarker AChE und EROD

Im Rahmen der Untersuchungen wurden zudem verschiedene enzymatische Biomarker in
Danio rerio Larven gemessen. Die Exposition der Larven erfolgte, wie bereits beschrieben, mit
nicht akuttoxischen Konzentrationen (ECio-Wert) der verschiedenen Proben. Nach einer

Exposition von 96 h und 120 h wurden die Larven zunachst betdubt, gewaschen und im
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Anschluss mit der rapid-cooling-Methode mit flissigem Stickstoff runtergekuihlt und
homogenisiert.

Fiar die Analyse der dioxindhnlichen Wirkung im Organismus wurde der EROD-Assay
durchgefuhrt. dioxindhnliche Substanzen binden an den Ah-Rezeptor (Aryl hydrocarbon
receptor) wodurch das CYP1A-Enzym (Cytochrome P450 Subfamily 1A) induziert wird. Dieses
ist in verschiedene Prozesse des Schadstoffmetabolismus involviert. Das EROD-Enzym (7-
Ethoxyresorufin-O-Deethylase) ist ein gangiger Stellvertreter des CYP1A-Enzyms, welches
das Substrat 7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Produkt Resorufin transformiert. Dieses
kann anschlielend fluorometrisch gemessen werden. Die gemessene Fluoreszenzstarke
korreliert dabei mit der Starke an dioxinahnlicher Wirksamkeit der jeweiligen Probe.

Als Indikator fir das neurotoxische Potential wurde die Aktivitdt des Enzyms
Acetylcholinesterase (AChE) gemessen. Die Messung der AChE-Aktivitat ist einer der am
haufigsten genutzten Biomarker zur Bestimmung des neurotoxischen Potentials, da es fur die
Umwandlung von Acetylcholin verantwortlich ist, welches einen der wichtigsten
Neurotransmitter in Organismen darstellt. Die AChE-Aktivitdt wurde in Anlehnung an Ellmann
et al. (1961) basierend auf der photometrischen Messung des Umsatzes von Acetylcholin lodid
unter Anwesenheit von 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesaure (DTNB) bestimmt. Die gemessene
Lichtintensitat korreliert mit der AChE-Aktivitat. Durch den Vergleich der AChE-Aktivitat einer
unbelasteten Kontrolle (Negativkontrolle) kann die relative AChE-Aktivitat bestimmt werden.
Eine Abweichung von der Negativkontrolle dient als Hinweis auf das neurotoxische Potential

der jeweiligen Probe.

b
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5.5.2 Mechanismusspezifische Endpunkte
Im Rahmen des Projekts wurde neben der akuten Toxizitat textiler Abwésser gegeniber
Organismen auch die Mechanismus-spezifische Toxizitat anhand verschiedener Endpunkte
mit Hilfe von Zellkulturen untersucht. Hierfur wurden die Proben hinsichtlich ihrer zytotoxischen
(Neutralrotretentions-Test), gentoxischen (Mikrokern-Test mit V79 Zellen), endokrinen
(Calux®-System mit U20S Zellen) und dioxinéhnlichen Wirkung (EROD-Test mit H4IIE Zellen)

untersucht (Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht der untersuchten dkotoxikologischen mechanismusspezifischen Endpunkte

Okotoxikologischer Testverfahren Norm/Guideline

Endpunkt

Zytotoxizitat (Lysosomen) Neutralretentions-Test DIN EN ISO 10993-5

Gentoxizitat Mikrokern-Test (V79-Zelllinie) DIN EN ISO 21427-2
OECD 487

Ostrogene Wirkung Era-Calux® OECD 455

Anti-Gstrogene Wirkung Anti-ERa-Calux® OECD 455

Androgene Wirkung AR-Calux® OECD 458

Anti-androgene Wirkung Anti-AR-Calux® OECD 458

Dioxinahnliche Wirkung MEROD Assay nach Schiwy et al. 2015

Neutralrotretentions-Test (NR-Test)

Der Neutralrotretentions-Test wurde als Vortest fir die folgenden mechanismusspezifischen
Tests durchgefiihrt, um die Toxizitat der Proben gegenuber der verschiedenen Zelllinien zu
untersuchen. Dies ist notwendig, um zu verhindern, dass die zytotoxischen Effekte den
sensitiveren mechanismusspezifischen Effekte Uberlagern. Die Zytotoxizitat wurde sowohl fur
die V79 Zelllinie des Mikrokern-Tests als auch fir die U20S-Zelllinie des Calux®-Testsystem
und der H4lIE Zellen des JEROD bestimmit.

Der NR-Test nach DIN EN ISO 10993-5 z&hlt zu den am haufigsten Verfahren zur Bestimmung
der Zytotoxizitat. Der Test beruht auf dem Prinzip, dass lebende Zellen den Fluoreszenz-
farbstoff Neutralrot aufnehmen und in ihren Lysosomen speichern kdnnen. Nach
Beschadigung der Zellwand wird der Farbstoff wieder freigesetzt und die Fluoreszenzstarke
kann gemessen werden. Hierbei korreliert die gemessene Fluoreszenzstarke mit dem Anteil
an (im Test) Uberlebten Zellen, sodass eine geringere Fluoreszenzstarke mit einer héheren
Zytotoxizitat einhergeht. Durch den Vergleich der Fluoreszenzstarke einer unbelasteten
Kontrolle (Negativkontrolle) kann die prozentuale Zytotoxizitat berechnet werden. Die beiden
Ziellinien wurden gegenuber verschiedenen Konzentrationen der Proben belastet, um

diejenige Konzentration zu bestimmen, die eine maximale Zytotoxizitat von 20 % aufweist.
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Mikrokern-Test (V79-Zelllinie)

Der Mikrokern-Test nach OECD 487 wird mit der V79-Zelllinie (Lungenfibroblasten des
chinesischen Hamsters) durchgefihrt, um das gentoxische Potential der Proben zu
untersuchen. Der Mikrokerntest ermdglicht die Detektion von DNA-Schaden, wie
Chromosomenbriiche (clastogene Effekte) oder Schaden des Spindel-Apparates (aneugene
Effekte), wahrend der Mitose (Zellteilung). Die resultierenden DNA-Schaden manifestieren
sich in der Bildung sogenannter Mikrokernen. Diese sind kleine, DNA-enthaltende
Zellfragmente, die sich auRerhalb des eigentlichen Zellkerns befinden und mit Hilfe von DNA-
Farbung detektiert werden kénnen. Fir den Test werden die V79 Zellen gegenlber
verschiedenen Konzentrationen der Proben ausgesetzt und die Anzahl an gebildeten
Mikrokernen bestimmt. Die Bestimmung des gentoxischen Potenzials der Proben erfolgt durch

Vergleich der Mikrokernanzahl einer unbelasteten Kontrolle (Negativkontrolle).

Calux®-Testsystem (U20S-Zelllinie)

Die Bestimmung der hormonahnlichen Wirkung der textilen Abwasser erfolge Mithilfe der
Calux®-Testsysteme. Diese wurden gemaR OECD-Guideline 455/458 durchgefiihrt.
Substanzen, die das Potential besitzen das endokrine System zu beeinflussen werden auch
als endokrine Disruptoren (ED) bezeichnet. Infolge der Bindung der ED an Rezeptoren des
endokrinen Systems erfolgt entweder eine Aktivierung oder Blockierung der Rezeptoren,
wodurch eine Beeinflussung des Hormonhaushalts des Organismus resultiert. Die Calux®-
Textsysteme (Chemical Activated Luciferase Gene Expression) sind in der Lage (anti-
)ostrogene und (anti-)androgene Effekte von Proben zu erfassen. Hierfiir wird die genetisch
modifizierte U20S-Zelllinie (humane Osteosarkom-Zelllinie) verwendet. Diese enthalt neben
einem Rezeptor ein dazugehoriges Rezeptorgen. Die Bindung eines ED an den jeweiligen
Rezeptor (Era- bzw. AR-Calux®) fiihrt zu einer Aktivierung des Rezeptors (Agonist). In der
Folge wird das entsprechende Gen abgelesen, was wiederum die Expression des
Rezeptorgens bedingt. Das Rezeptorgen codiert fur die Bildung des Enzyms Luciferase,
welches Luciferin unter Erzeugung von Licht umsetzt. Die erzeugte Lichtmenge korreliert mit
der Menge an die Rezeptoren gebundenen Substanzen und kann als Indikator fir das
agonistische Potential der jeweiligen Substanz herangezogen werden. Die Detektion der
Blockierung des Rezeptors (anti-ERa- bzw. anti-AR-Calux®) durch Antagonisten erfolgt durch
die Ermittlung der Reduktion der Leuchtintensitat einer definierten Menge einer agonistisch

wirkenden Referenzsubstanz ermittelt.
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MEROD-Test (H4lIE-Zelllinie)

Im Rahmen des Projekts, wurden neben der Untersuchung der dioxindhnlichen Wirkung
textiler Abwasser in Danio rerio Larven zusatzlich der JEROD-Test in H4lIE-Zellen (gewonnen
aus einem Ratten-Leberkarzinom) durchgefihrt. Der yEROD-Test wird verwendet, um die
metabolische Aktivitdt der Proben Uber das Enzym CYP1A zu messen. Der yEROD-Test
basiert dabei auf der Bindung einer dioxindhnlichen Substanz an den Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptoren (Ahr), wodurch eine Enzymkaskade aktiviert und das Enzym Ethoxyresorufin-O-
Deethylase (EROD) gebildet wird. Die Menge des Enzyms korreliert mit der Menge des
induzierten CYP1A. Das EROD-Enzym wird primar durch dioxindhnliche Substanzen wie
polyzyklische Kohlenwasserstoffe (PAK) und polychlorierte Biphenyle (PCB) induziert. Wird
eine Induktion des Enzyms durch die Zugabe einer Probe festgestellt, kann die Aktivitat im
MEROD-Test durch eine fluorometrische Messung des Abbaus des Substrats 7-
Ethoxyresorufin zu Resorufin im Verhaltnis zu einem definierten TCDD-Standard ermittelt
werden. Die Bewertung der Toxizitat der Probe erfolgt durch den Vergleich mit den yEROD-
Werten fir TCDD, wobei der daraus resultierende BEQ (biologischer Aquivalenzquotient) als

MaRstab herangezogen wird.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1 Untersuchung von textilen Abwasserkomponenten (Salze und
Textilfarbstoffe)

Im Rahmen der Vorversuche wurde der Schwerpunkt auf die Untersuchungen von Salzen und
textilen Farbstoffen gelegt, welche die Hauptkomponenten textiler Abwasser darstellen. Hierfur
wurde zunachst Vorversuche mit den zwei mengenmalig wichtigsten Salzen sowie flnf textiler
Farbstoffe in den drei Modellorganismen Raphidocelis subcapitata, Daphnia magna und Danio
rerio (Embryonen und Larven) einzeln durchgefiihrt. AnschlieRend wurden sowohl eine
Salzmischung als auch eine Farbmischung sowie ein synthetisches textiles Abwasser
hinsichtlich ihrer akuten Toxizitat untersucht, um potenzielle Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Komponenten zu identifizieren. Des Weiteren wurden mit den drei synthetischen
Mischungen weiterfUhrende Untersuchungen mit den Embryonen und Larven des
SiuRwasserfischs Danio rerio durchgefiihrt, um das neurotoxische und dioxinahnliche Potential
der Proben zu ermitteln. Dadurch sollte ein detaillierter Einblick in die Wirkmechanismen der

Proben auf Organismenebene gewonnen werden.

6.1.1 Akute Toxizitat

Sowohl die einzelnen untersuchten Salze und Farben als auch die drei synthetischen
Mischungen wiesen eine akute Toxizitat gegenuber den drei untersuchten Organismen auf.
Diese war jedoch eher gering und konnte erst in hoheren Konzentrationen beobachtet werden.
Dennoch konnte beobachtet werden, dass die Algen die héchste Empfindlichkeit gegentber
den getesteten Salzen und Mischungen aufweisen. Eine Aussage hinsichtlich der Toxizitat der
Algen gegenuber den Farbstoffen konnte nicht ermittelt werden, da die Farbstoffe in den
verschiedenen Konzentrationen eine zu starke Beschattung der Algen verursachten, wodurch
eine fluorometrische Messung nicht moglich war. Im Gegensatz zu den Algen wies Daphnia
magna eine hohe Toleranz gegenlber den Salzproben auf. Insgesamt konnte beobachtet
werden, dass die textilen Farbstoffe eine hohere akute Toxizitdt hinsichtlich der
Embryotoxizitdt und Teratogenitat sowie der Immobilitdt auf Daphnien aufwiesen als die
getesteten Salze (Tabelle 9). Die detaillierten Ergebnisse sind den folgenden Kapiteln zu

entnehmen.
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Tabelle 9: Effektkonzentrationen (ECso-Werte) der untersuchten Salze und Farbstoffe sowie deren
Mischungen im Algenwachstumshemmtest, Daphnien-Immobilisationstest und dem Fischembryo-
Toxizitatstest.

Probe Alge Daphnie FET
Textile Abwasser Salze NaCl * 5400 2500
Komponenten NazSOs * 9200 3800
Salzmix 2300 6000 2900
Synth. Text. Abw. 350 2020 2340
(Salz Konz.)
Farben Red ME3B * 460 610
Red GDN * 660 1300
Black GDNN * 1720 700
Navy GDG * 1820 680
Yellow GD3R * 1850 2810
Farbmix 200 700 1160
Synth. Text. Abw. 140 750 880
(Farb Konz.)

* nicht durchfiihrbar, da die Farben die Algen zu stark beschatteten und dadurch eine fluorometrische Messung
nicht mdglich war

ECso—Konzentration (mg/L) <1 1-10 10-100 100-1000 >1000 kein
Effekt

Algenwachstumshemmtest (Raphidocelis subcapitata)

Die Untersuchung der Wachstumshemmung von Griinalgen erfolgte fiir die drei Mischungen
(Salz- und Farbstoffmischung und synthetisches textiles Abwasser). Die Einzelfarbstoffe
konnten aufgrund der starken Farbung des Mediums und der damit einhergehenden
Beschattung der Algen nicht untersucht werden, da eine fluorometrische Messung nicht
moglich war. Daher wurde entschieden den Fokus auf die Untersuchungen der Mischungen

zu legen.

Zudem waren Anpassungen hinsichtlich des Testdesigns erforderlich, um die Mischungen
untersuchen zu kénnen und eine Uberlagerung der Eigenfluoreszenz durch die Farbstoffe
auszuschlieen. Daher wurde die Wachstumsrate der Algen nicht direkt nach Exposition
gemessen, sondern erst nach 24 h gemessen, da zu diesem Zeitpunkt die Uberlagerung der
Eigenfluoreszenz durch die erhéhte Anzahl an Algenzellen nicht mehr so stark ausgepragt
war. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz alle 24 h bis 72 h bestimmt. Die Ergebnisse der
Farbmischung sowie des synthetischen textilien Abwassers zeigen eine maximale
Wachstumshemmung von 44 % bzw. 73 %. Zu beobachten war zudem, dass ein
Maskierungseffekt durch die Eigenfluoreszenz der Farbstoffe auch in hoheren

Konzentrationen der Mischung nicht auszuschlieRen war, sodass eine direkte Aussage Uber
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die Toxizitat der Proben erschwert ist. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass die Griinalge
Raphidocelis subcapitata eine deutlich hohere Sensitivitat gegentber der Farbstoffmischung
und dem synthetischen textilen Abwasser aufwies als gegentiber der Salzmischung (Abbildung
9).
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Abbildung 9: Algenwachstumsinhibition von Raphidocelis subcapitata von 24 bis 72 Stunden. Die
Konzentration ist angegeben als prozentualer Anteil der im nativen Abwasser gemessenen
Konzentrationen. 100 % Salzmischung entspricht 7 g/L Salze; 100 % Farbmischung entspricht 2,9 g/L
Farbstoffe und das synthetische textile Abwasser enthalt 7 g/L Salze und 7 g/L Farbstoffe. Mittelwert
aus drei biologischen Replikaten mit Standardabweichung. Ein 4-Parameter non-linear Regression
Model Fitting with the least Square Regression wurde in GraphPad Prism 9 verwendet (R? Salzmischung
= 0,923, Farbmischung 0,715; synthetisches textiles Abwasser = 0,854).

Die berechnete ECso-Konzentration der Salzmischung lag in den hier durchgefihrten
Untersuchungen bei 2,25 g/L. In der Literatur sind fir Salze (Na,SO4, CaCl,, NaCl) ECso-
Konzentrationen zwischen 0,64 g/L und 4,1 g/L bekannt. Somit passen die hier erhaltenen
Daten genau in den Bereich der bereits nachgewiesenen ECso-Werte (Simmons 2012;
Venancio et al. 2023). Es ist bekannt, dass Salze zu oxidativem Stress in Algen und dadurch
zu Veranderungen in den Chlorophylimolekilen fihren (Venancio et al. 2017). Eine erhdhte
Salinitat fuhrt zudem dazu, dass die Algen mehr Energie in die Osmoregulation investieren
mussen, um mit der hohen Salzkonzentration zurechtzukommen. Dadurch steht weniger

Energie flir die Photosynthese und letztlich das Wachstum zur Verfligung.

Die Exposition der Algen mit der Farbstoffmischung resultierte in einem signifikant niedrigeren
ECso-Wert als nach Exposition mit der Salzmischung. Die ECso-Konzentration betrug in dem
Fall 0,2 g/L, was eine wesentlich héhere Toxizitat gegenlber Raphidocelis subcapitata

anzeigt. Auch dieses Ergebnis stimmt gut mit vorangegangen Untersuchungen uberein. In den
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Studien von Luna et al. (2014) und Croce et al. (2017) konnte fur verschiedene textile
Farbstoffe eine Konzentrationsrange von 0,0056 g/L (Vat Green 3) und 0,153 g/L (Reactive
Red 195) bestimmt werden, was eine relativ hohe Sensitivitat der Algen gegenuber Farbstoffen
andeutet. Diese ist darauf zurtickzufihren, dass die starke Farbung der Proben das einfallende
Licht absorbiert, so dass wenig/ kein Licht fur die Photosynthese zur Verfligung steht, was
letztendlich zu einer Wachstumshemmung fuhrt (Hernandez-Zamora et al. 2014; Croce et al.
2017). Jedoch sind auch molekulare Effekte auf das Algenwachstum bekannt. So wird in den
Studien von Ogawa et al. (1989) und Hernandez-Zamora & Martinez-Jerénimo (2019)
beschrieben, dass sich die Molekule der textilen Farbstoffe in die DNA der Algen einlagern,

wodurch die Enzymaktivitat und Zellteilung gestort werden.

Sowohl die ECso-Konzentrationen der Salze im synthetischen textilen Abwasser (0,35 g/L) als
auch die ECso-Konzentrationen der Farbstoffe im synthetischen textilen Abwasser (0,14 g/L)
waren geringer als die jeweiligen Konzentrationen in der einzelnen Mischung (ECso-
Konzentrationen der Salze in der Salzmischung = 2,25 g/L; ECso-Konzentrationen der
Farbstoffe in der Farbstoffmischung = 0,2 g/L) (siehe Tabelle 10). Dies deutet darauf hin, dass
Salze und textile Farbstoffe im textilen Abwasser als multiple Stressoren gegenuber Algen
wirken koénnen. Da der Unterschied in der Farbstoffkonzentration zwischen der
Farbstoffmischung und dem synthetischen textilen Abwasser gering ausfallt, bleibt offen, ob
der Unterschied aufgrund einer erhdhten Toxizitat durch multiple Stressoren (Salze und
Farbstoffe) zurlckzufihren ist oder ob es sich um Maskierungseffekte der
Farbstofffluoreszenz handelt, da die starke Farbung des Mediums die Fluoreszenzmessung
beeintrachtigen kdnnte. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass Salze und textile Farbstoffe in
textilem Abwasser eine grof3e 6kologische Relevanz hinsichtlich Algentoxizitat besitzen, da
eine 50 %ige Hemmung bereits in Konzentrationen an Salzen und textilen Farbstoffen
beobachtet werden konnte, die mehrfach unter denen in nativen textilen Abwassern

gemessenen Konzentrationen (7 g/L Salze und 2,9 g/L Farbstoffe) liegen.
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Tabelle 10: Konzentrationen der Proben die 50 % Effekt im Algenwachstumshemmtest von 24 bis 72
Stunden hervorrufen (ECso-Konzentration).

Probe ECso-Konzentration (g/L)
Salzmischung 2,25
Salzkonzentration im 0,35
synthetischen textilen

Abwasser

Farbmischung 0,20
Farbstoffkonzentration im 0,14
synthetischen textilen

Abwasser

Daphnien-Immobilisationstest (Daphnia magna)

Die Untersuchungen zur Immobilisierung von Primarkonsumenten wurde fir die beiden Salze
NaCl und Na>SO4 sowie fir die funf Textilfarbstoffe durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die
drei synthetischen Mischungen untersucht, um mdgliche Mischungseffekte zu erfassen.
Abweichend von der OECD-Guideline 202 wurde der Test in 4,5 mL statt 10 mL GefalRen
durchgefiihrt, um Probenvolumen einzusparen, da nicht von allen Proben ausreichend viel
Probenvolumen vorlag. Um zu Uberpriifen, ob die Anderung des Testvolumens einen Einfluss
auf die Ergebnisse hat, wurde ein Vergleich der beiden Testgefalte mit dem Farbstoffes Yellow
GD3R durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass es keine Unterschiede in der Toxizitat nach
Belastung in den unterschiedlichen Testgefa® gab. Daher wurden alle weiteren
Untersuchungen in den TestgefaRen mit 4,5 mL durchgefihrt, um Probenvolumen

einzusparen.
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Abbildung 10: Daphnien-Immobilisation fiir die untersuchten Salze (NaCl und Na2SOQ4), finf textilen
Farbstoffe sowie drei synthetischen Mischungen. Die Kurven stellen den Mittelwert aus drei biologischen
Replikaten mit Standardabweichung dar. Ein 4-Parameter non-linear Regression Model Fitting With the
least Square Regression wurde in GraphPad Prism 9 verwendet, um die Kurven zu modellieren.

Der untersuchte Modelorganismus Daphnia magna reagierte deutlich sensitiver auf die textilen
Farbstoffe als auf die Salze (Abbildung 10).
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Die ECso-Konzentration fur NaCl und Na>SO4 betrug 5,39 g/L bzw. 9,16 g/L, wohingegen flr
die einzelnen Textilfarbstoffe eine ECso-Konzentration zwischen 0,46 g/L (Red ME3B) und
1,85 g/L (Yellow GD3R) bestimmt werden konnte (Tabelle 11). Gongalves et al. (2007) sowie
Martinez-Jeréonimo und Martinez-deréonimo (2007) konnten in ihren Untersuchungen sehr
vergleichbare ECso-Konzentrationen von 5,9 g/L und 5,48 g/L nach Exposition von Daphnien
mit NaCl nachweisen. Daphnia magna besitzt als halotolerante (Robustheit gegentber Salzen)
Art spezifische morphologische und physiologische Eigenschaften, die es ihr ermdglichen
auch mit einer stark schwankenden hohen Salinitaten zurecht zu kommen (Gongcalves et al.
2007). Zum einen besitzen sie eine undurchlassige Schale, der verhindert, die das Eindringen
von Salzen in den Korper verhindern. Zum anderen pumpen sie aktiv Natrium in ihre
Korperflussigkeiten. Dies sorgt dafiir, dass sie zu jederzeit eine hohe Stoffkonzentration im
Korperinneren besitzen, so dass auch bei hoher Salzkonzentration im Aullenmedium keine
Salze in den Korper einstromen. Allerdings ist Daphnia magna innerhalb der
Primarkonsumenten und auch innerhalb der Gattung Daphnia ein besonders salzresistenter
Organismus. So wurde flr Daphnia longispina eine ECso-Konzentration von 2,9 g/L fir NaCl
festgestellt, so dass die hohe Robustheit von Daphnia magna gegenuber Salinitat nicht
stellvertretend fiir alle Arten der Gattung Daphnia angesehen werden kann (Gongalves et al.
2007).

Tabelle 11: ECso Werte der verschiedenen Proben im Daphnien-Immobilisationstest mit Daphnia
magna.

Probe ECso-Konzentration
(g/L)

Salze NacCl 5,39
Na2SO04 9,16
Salzmix 6,02
Salzkonzentration im 2,02
synthetischen textilen
Abwasser

Farben Red GDN 0,66
Navy GDG 1,82
Yellow GD3R 1,85
Black GDN 1,7
Red ME3B 0,46
Farbmix 0,7
Farbstoffkonzentration 0,75
im synthetischen
textilen Abwasser

Far die funf Textilfarbstoffe konnten zwei Gruppen beobachtet werden, in die die jeweiligen

Farbstoffe hinsichtlich ihrer Toxizitat gegenlber Daphnia magna eingeordnet werden konnten.
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Die beiden roten Farbstoffe Red ME3B und Red GDN (ECso = 0,46 bzw. 0,66 g/L) waren zwei-
bis dreimal toxischer als Yellow GD3R, Navy GDG und Black GDNN (ECso = 1,7 — 1,85 g/L).
Gemal OECD-Guideline 202 gelten alle Substanzen, die im Daphnien-Immobilisationstest
einen ECso-Wert von mehr als 0,1 g/L aufweisen als ,nicht-toxisch®. Da alle funf untersuchten
Farbstoffe eine ECso-Konzentration von deutlich Gber 0,1 g/L aufweisen, gelten sie
entsprechend der Guideline als ,nicht-toxisch“. Ahnliche Ergebnisse zeigt die Studie von Croce
et al. (2017). Auch hier wurden flr die reaktiven Azofarbstoffe Reactive Red 195 und Reactive
Black 5 ECse-Konzentrationen von uber 0,1 g/L bestimmt. Im untersuchten nativen
Textilabwasser wurden jedoch Farbstoffkonzentration von 2,9 g/L nachgewiesen. Diese
Konzentrationen liegen demnach tber den ermittelten ECso-Konzentrationen (0,46-1,82 g/L).
Bei der Einleitung in den Vorfluter kommt es zwar zu einer Verdinnung der Konzentrationen.
Dennoch werden aquatische Organismen kontinuierlich mit den Stoffen belastet, so dass
insbesondere im Hinblick auf die chronische Toxizitat weitere Untersuchungen erforderlich
sind. Zudem ist zu berucksichtigen, dass neben den untersuchten Azofarbstoffen auch andere
Farbstoffe eingesetzt werden, die eine héhere Toxizitat aufweisen kénnen (Qligaard et al.
1998).

Hinsichtlich der Mischung der Salze sowie der Farbstoffmischung konnte keine erhohte
Toxizitdt im Vergleich zu den jeweiligen Einzelsubstanzen festgestellt werden. Die ECso-
Konzentration der Salzmischung (6,02 g/L) lag in einem vergleichbaren Bereich wie die ECso-
Konzentration von NaCl (5,39 g/L). Die Farbstoffmischung hingegen wies eine ahnliche
Toxizitat (ECso-Konzentration = 0,7 g/L) wie die beiden roten Farbstoffe Red GDN (ECso-
Konzentration = 0,66 g/L) und Red ME3B (ECso-Konzentration = 0,46 g/L) auf (Tabelle 11).
Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Toxizitdt des synthetischen
Textilabwassers gegenliber Daphnia magna primar durch die Farbstoffe hervorgerufen wird.
Dieses Ergebnis war auf Grund der bereits oben ausgefiuhrten Robustheit gegenliber Salzen

von Daphnia magna nicht anders zu erwarten.

Untersuchungen mit Embryonen und Larven von Danio rerio

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden Embryonen und Larven des
Modelorganismus Danio rerio eingesetzt, um sowohl die akute Toxizitat als auch Effekte in
weiterfuhrenden Endpunkten durch textile Abwasserkomponenten auf einen Vertreter der

Sekundarkonsumenten zu analysieren.

Im Fischembryo-Toxizitatstest (FET) wurde die akute Toxizitadt der beiden Salze NaCl und
Na>SOs sowie der funf textilen Farbstoffe untersucht. Des Weiteren wurden die drei

synthetischen Mischungen (Salzmischung, Farbstoffmischung und synthetisches Abwasser)
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untersucht, um mdogliche Mischungseffekte zu detektieren. Die Ergebnisse zeigen ein
ahnliches Bild wie bereits fur die Algen und die Daphnien beschrieben. Es konnte zwar eine
Toxizitdt der Salze nachgewiesen werden, allerdings weisen die textilen Farbstoffe eine
hoéhere Toxizitdt gegenliber den Embryonen und Larven von Danio rerio auf als die Salze
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Prozentuale Effekte und Mortalitdt im Fischembryo-Toxizitatstest mit Danio rerio bei 120 hpf.
Untersucht wurden die beiden Salze NaCl und Na2SOs, die funf textilen Farbstoffe sowie die drei
synthetischen Mischungen. Die Kurven stellen den Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
Standardabweichung dar. Ein 4-Parameter non-linear regression model fitting with the least square
regression wurde in GraphPad Prism 9 verwendet.

Far die zwei untersuchten Salze NaCl und Na.SO, lag die ECso-Konzentration bei 2,54 und
3,78 g/L (Tabelle 12). Es ist bekannt, dass Danio rerio zu den stenohalinen (salzempfindlichen)
Arten gehort, was bedeutet, dass er sensitiv gegeniber Schwankungen und einer erhdhten
Salinitat reagiert (Fiol and Kultz 2007).

Der durch eine erhdhte Salzkonzentration im Organismus induzierte Stress kann zu
makromolekularen Schaden fiuhren, welche die Zerstérung von Proteinstrukturen oder der
Zellmembran umfassen. Letztere kann zur Apoptose, dem programmierten Zelltod, flhren.
Allerdings sind auch Schadigungen der DNA infolge von Salinitatsstress bekannt (Fiol and
Kultz 2007; Evans and Kiltz 2020). Die héhere Toxizitat von NaCl im Vergleich zu Na,SO,
lasst sich dadurch erklaren, dass Na*- und Cl™-lonen den Wasserfluss und damit den
Stofftransport beeinflussen, was zu adversen Effekten im Fisch fuhren kann (Rankin and

Davenport 1981).
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Tabelle 12: Ermittelte Effektkonzentrationen im Fischembryo-Toxizitatstest mit Danio rerio.

Probe EC1w0(g9/L) | ECso(g/L) | LCso(g/L)

Salze NaCl 0,96 2,54 3,95
NazS04 2,41 3,78 4,42
Salzmischung 1,94 2,92 3,41
Salzkonzentration im synthetischen 1,64 2,34 2,88
textilen Abwasser

Farbs | Red GDN 0,84 1,3 1,59

toffe "Navy GDG 0,55 0,68 0,77
Yellow GD3R 2,16 2,81 3,09
Black GDN 0,54 0,7 0,76
Red ME3B 0,4 0,61 0,67
Farbstoffmix 0,88 1,16 1,29
Farbstoffkonzentration im 0,6 0,88 1,06
synthetischen textilen Abwasser

Die untersuchten Salze wiesen primar Effekte auf, die das kardiovaskulare System betrafen.
In den meisten Fallen konnte ein Blutstau in der Nahe des Herzens beobachtet werden.
Weitere haufig festgestellte Effekte umfassen Herz- und Dottersackddeme, einen fehlenden
Blutfluss sowie einen langsamen oder ausbleibenden Herzschlag (Abbildung 12).

Abbildung 12: Danio rerio Embryonen 72 hpf und 96 hpf nach Exposition mit den Salzproben. (A)
Normal entwickelter, nicht exponierter Embryo nach 72 hpf. (B) Embryo nach Exposition mit 5 g/L NaCl
mit ausgebildetem Herzbeutelddem (blauer Pfeil) und Dottersackddem (schwarzer Pfeil) nach 72 hpf.
(C) Embryo nach Exposition mit 3 g/L NaCl mit ausgebildetem Herzbeutelodem (blauer Pfeil) und
Dottersackddem (schwarzer Pfeil) nach 96 hpf. (D) Embryo nach Exposition mit 4 g/L Na2SOs mit
ausgebildetem Herzbeutelddem (blauer Pfeil) und Dottersackddem (schwarzer Pfeil) nach 96 hpf.
Aufgenommen mit LAS X Software (Leica MC 120 HD, A) und NIS-Elements L (Nikon SMZ 1500).
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Mit Ausnahme des textilen Farbstoffs Yellow GD3R, dessen ECso-Konzentration 2,81 g/L
betragt, weisen die untersuchten textilen Farbstoffe eine deutlich héhere Toxizitat auf als die
Salze, deren ECso-Konzentration zwischen 0,61 und 1,3 g/L liegt (Tabelle 12). Die Toxizitat der
Farbmischung wies mit einer ECso-Konzentration von 1,16 g/L eine ahnliche
Effektkonzentration auf wie die der einzelnen Farbstoffe. Diese Beobachtung lasst sich
dadurch erklaren, dass die Konzentrationen der einzelnen Farbstoffe in der Farbmischung
geringer sind als bei Testung der Einzelfarbstoffe. Unter den drei untersuchten Mischungen
wies das synthetische textile Abwasser die hochste Toxizitat auf. Dieses Resultat war zu
erwarten, da Danio rerio auf die im synthetischen textilen Abwasser vorhandenen Salz- und
Farbstoffkonzentrationen bereits einzeln sensitiv reagiert. Daher ist anzunehmen, dass die
Mischung aus Salzen und Farbstoffen eine Verstarkung der teratogenen und embryotoxischen
in den Embryonen und Larven auslost. In weiteren Studien konnte dartber hinaus eine akute
Toxizitat textiler Farbstoffe auf Danio rerio-Embryonen und Larven nachgewiesen werden
(Oliveira et al. 2016; Abe et al. 2017; Hernandez-Zamora and Martinez-Jeronimo 2019;
Koktirk et al. 2021). In der Studie von Oliveira et al. (2016) wurde bereits bei einer
Konzentration von 0,0125 g/L eine akute Toxizitat des textilen Farbstoffs Direct black 38
beobachtet, wahrend in der Studie von Hernandez-Zamora und Martinez-Jeronimo (2019) erst
bei einer Konzentration von > 0,5 g/L akute Effekte durch den textilen Farbstoff Congo red
festgestellt wurden. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Toxizitat textiler Farbstoffe
starken Schwankungen unterliegen. Es ist daher nicht mdglich, von der Toxizitat eines
Farbstoffes auf die aller Farbstoffe zu schlieRen. Aus diesem Grund ist es unerlasslich, textile

Abwasser in ihrer wechselnden Zusammensetzung regelmafig zu untersuchen.

Textile Farbstoffe kdénnen in Organismen akkumulieren und dadurch die normalen
physiologischen Funktionen beeintrachtigen (Malik et al. 2018). Ein weiteres Problem kann
zudem die Umwandlung textile Farbstoffe durch den Stoffwechsel des Organismus zu
toxischeren Metaboliten wie beispielsweise aromatischen Aminen sein (Jligaard et al. 1998;
Vacchi et al. 2016). Die beobachteten morphologischen und entwicklungsbezogenen Effekte
auf Fischembryonen, die mit den textilen Farbstoffen exponiert waren, ergab ein breites
Spektrum an Effekten (Abbildung 13 und Abbildung 14). Neben letalen Effekten, wie eine
Koagulation des Embryos oder ein fehlender Herzschlag traten insbesondere Effekte, die das
kardiovaskulare System betreffen (Odeme, Durchblutungsstérungen) auf. Es konnte
festgestellt werden, dass die beobachteten Effekte unabhangig davon auftraten, ob die Tiere
einer Exposition gegentber den einzelnen Farbstoffen oder der Farbstoffmischung ausgesetzt
waren. Nach Exposition mit dem synthetischen textilen Abwasser hingegen konnten keine
Effekte beobachtet werden, die die Durchblutung betrafen. Im Gegensatz dazu war eine

Zunahme von Flossendeformationen zu beobachten.
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Abbildung 13: Darstellung der relativen Haufigkeit der beobachteten teratogenen Effekte fir textile

Abwasserkomponenten. Vergleich der fiinf textilen Farbstoffe, dem Farbmix und synthetischem textilen
Abwasser Uber alle Konzentrationen hinweg

Die starke und dunkle Farbung des synthetischen textilen Abwassers durch die Mischung der
Farbstoffe erschwerte die Beobachtung des Blutflusses, sodass eine Beeintrachtigung nicht
mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Daher besteht die Mdglichkeit, dass eine
potenzielle Beeintrachtigung des Blutflusses nicht erkannt wurde. Da dieser Effekt allerdings
sowohl in den einzelnen getesteten Farbstoffen als auch in der Farbstoffmischung beobachtet
wurde, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass dieser Effekt auch in der synthetischen Mischung

vorhanden war. Die Beeintrachtigung der Durchblutung scheint den embryonalen Herzschlag
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so stark zu stdren, dass eine kontinuierliche Exposition gegenuber Azofarbstoffen zum Tod
nach 120 Stunden flhrt (Stainier 2001). Zudem ist bekannt, dass Odeme héaufig in
Anwesenheit von organischen Schadstoffen oder Schwermetallen auftreten (McGrath and Li
2008). Durch eine Exposition von Schwermetallen oder organischen Schadstoffen kann die
Barriere zerstort werden, die das osmotische Gleichgewicht aufrechterhalt und das Herz
umgibt. Dadurch kann es zum Eindringe von Wasser in die Gewebe und damit zur Bildung
eines Odems kommen (Antkiewicz et al. 2005). Die subletalen Effekte, welche nach Exposition
mit textilen Farbstoffen in Danio rerio beobachtet werden konnten, umfassen Wirbelsaulen-
und Flossendeformationen, Herzbeutel- und Dottersackddeme, Effekte auf das Herz sowie
Durchblutungsstérungen. Diese wurden in zahlreichen vorangegangenen Studien fir diverse
textile Farbstoffe ebenfalls beschrieben (Ozharn Turhan 2022; Joshi and Katti 2018; Oliveira
et al. 2018; Hernandez-Zamora and Martinez-Jerénimo 2019).

E

Abbildung 14: Morphologische Effekte in Danio rerio nach Belastung mit textilen Farbstoffen. (A) 48
Stunden alter Embryo nach Belastung mit Red GDN mit Dottersackédem (schwarzer Pfeil) und
Blutgerinnsel (grauer Pfeil). (B, C) Nach 72 Stunden geschliipfter Embryo nach Exposition mit Red GDN
mit Dottersackédem (schwarzer Pfeil). (D) Nach 96 Stunden geschllpfter Embryo nach Exposition mit
Yellow GD3R mit Dottersackdédem (schwarzer Pfeil) und Blutgerinnsel (grauer Pfeil). (E) Geschlipfter
Embryo nach Belastung mit Yellow GD3R mit Wirbelsdulenverkrimmung (blauer Pfeil). (F) Nach 72
Stunden geschlipfter Embryo nach Exposition mit Navy GDG mit Flossendeformation (griiner Pfeil).
Die Bilder wurden mit der LAS X Software (Leica MC 120 HD, A) und NIS-Elements L (Nikon SMZ 1500,
B) aufgenommen.
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Ein wichtiger Aspekt, der bei der Bewertung der Toxizitat textiler Abwasser auf
Zebrafischembryonen berlcksichtigt werden muss, ist das Chorion (Eihllle), das als Schutz
dient und nur Molekile bis zu einer Gré3e von 4.000 — 5.000 Da passieren lasst (Pelka et al.
2017). Die MolekulgréRe der textilen Farbstoffe ist unbekannt, ebenso wie deren Fahigkeit das
Chorion zu durchdringen. Es wurde jedoch beobachtet, dass sich wahrend des Tests
zunehmend verfarbte, was darauf hindeutet, dass sich die Farbstoffe am Chorion anlagern
und womdglich den Transport von Nahrstoffen und Sauerstoff in das Ei verhindern. So kdnnten
textile Farbstoffe neben direkten auch indirekten Schaden durch die Einschrankung der
Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr verursachen. Dies spielt vor allem in den ersten 72 h eine

wichtige Rolle, da sich in diesem Zeitraum die Embryonen noch im Ei befinden.

Anhand des synthetischen textilen Abwassers konnte exemplarisch beobachtet werden, wie
sich die Anzahl der auftretenden Effekte im Verlauf des Fischembryo-Toxizitatstest steigert
(Abbildung 15). Es ist zu erkennen, dass der Anteil an Fischlarven mit morphologischen
Effekten mit steigender Konzentration zunimmt. Ab einem Zeitpunkt von 72 hpf entwickelt sich
der Metabolismus der Fischembryonen (Schiwy et al. 2015), so dass die Embryonen in der
Lage sind Stoffe Uber eine Biotransformation umzuwandeln. Stoffe werden durch die
Biotransformation in der Regel zu ungiftigeren Metaboliten umgewandelt, die anschlief3end
ausgeschieden werden konnen. Allerdings kénnen Stoffe auch zu giftigeren Metaboliten
umgewandelt werden, die dann eine starkere Toxizitdt aufweisen kdénnen als die
Ausgangsubstanz. So ist Anilin ein haufiges Nebenprodukt des Abbaus von Azofarbstoffen
(Zhang et al. 2021)
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil an Fischen im FET der einen morphologischen Effekt zum Zeitpunkt
72, 96 und 120 hpf aufweist. Die Konzentration ist angegeben als prozentualer Anteil der im nativen

Abwasser gemessenen Konzentrationen. 100 % des synthetischen textilen Abwassers enthalt 7 g/L
Salze und 2,9 g/L Farbstoffe.

Untersuchung der Schlupfhemmung in Danio rerio

Im Rahmen der Untersuchung des synthetischen textilen Abwassers im Fischembryo-
Toxizitatstest konnten neben morphologischen Effekten zudem eine Hemmung des Schlupfs
beobachtet werden. Aufgrund dessen wurde die Hemmung der Schlupfrate in niedrigeren
Konzentrationen genauer untersucht, um diejenige Konzentration zu bestimmen bei der die

Schlupfhemmung einsetzt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schlupfhemmung von Danio rerio Larven nach 120 Stunden Exposition mit dem
synthetischen textilen Abwasser. Die Konzentration ist angegeben als prozentualer Anteil der im nativen
Abwasser gemessenen Konzentrationen. 100 % des synthetischen textilen Abwassers enthalt 7 g/L
Salze und 2,9 g/L Farbstoffe.
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Die Auswertung der Daten ergab, dass bereits bei einer Konzentration von 1,93 g/L
(Salzmischung) und 0,8 g/L (Farbstoffmischung) eine vollstandige Schlupfhemmung von
Danio rerio zu verzeichnen war. In der geringsten getesteten Konzentration (0,12 g/L
Salzmischung und 0,05 g/L Farbstoffmischung) wurde eine Schlupfhemmung von 42 %
beobachtet, wahrend bei einer Konzentration von 0,42 g/L Salzmischung und 0,18 g/L
Farbstoffmischung bereits eine Schlupfhemmung von 80 % festgestellt wurde.
Interessanterweise konnte keine Schlupfhemmung in den Embryonen und Larven nach einer
Exposition gegenliber den einzelnen Salzen oder Farbstoffen nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Ergebnissen vorheriger Studien, die sowohl fur Salze
als auch verschiedene textile Farbstoffe eine Schlupfanderung nachweisen konnten. In der
Studie von Ord (2019) fuhrte eine Konzentration von 0,005 g/L NaCl zu einem verfrihten
Schlupf der Embryonen. Im Gegensatz dazu konnte in der Studie von Farhana et al. (2019)
nachgewiesen werden, dass eine Exposition von 0,012 g/L an Salzen eine vollstandige
Schlupfhemmung in den Larven ausloéste. Auch fur Textilfarbstoffe ist bekannt, dass sie
verschiedene Effekte auf den Schlupf von Danio rerio-Embryonen haben kénnen, wobei die
Effektkonzentration je nach Farbstoff stark variiert. So konnte gezeigt werden, dass eine
Konzentration von 0,1 g/L des Farbstoffs Reactive Blue 203 einen verfrihten Schlupf der
Embryonen verursacht, wahrend bei einer Konzentration von 0,004 g/L Reactive Red 239 der

Larven schllupfte (Waraporn Jungtanasombut et al. 2014; Kokturk et al. 2021).

Die Ergebnisse der Schlupfhemmung sind insofern von besonderem Interesse, als dass diese
ohne weitere morphologische Veranderungen in den Embryonen zu beobachten sind. Bereits
bei einer Konzentration von 0,43 g/L der Salzmischung und 0,18 g/L der Farbstoffmischung
wurde eine Schlupfhemmung von tber 80 % beobachtet. Die EC10-Konzentration, bei der 10 %
der Fische einen morphologischen Effekt aufwiesen, lag bei 1,47 g/L der Salzmischung und
0,61 g/L der Farbstoffmischung. Die Ursachen der Schlupfhemmung ohne morphologische
Effekte wird aktuell diskutiert. Vor dem Schlupf werden Schlupfenzyme (Chorinase)
freigesetzt, welche das Chorion weicher machen. In der Folge bricht der Embryo das Chorion
mit Schwanzschlagen auf. Eine mdégliche Erklarung fir die Hemmung des Schlupfes ist, dass
das synthetische textile Abwasser die Freisetzung der Schlupfenzyme beeintrachtigt. Des
Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass die Mischung aus Salzen und Farbstoffen mit den
Enzymen interagiert und dadurch ihre Wirkung beeintrachtigt wird, was letztlich dazu fuhrt,
dass das die Chorinase nicht freigesetzt werden kann. Obgleich eine abschlieRende Klarung
bislang aussteht, wird angenommen, dass die Freisetzung der Enzyme auf neurologischen
Entwicklungsprozessen Prozessen beruht (La Paz et al. 2017). In diesem Zusammenhang ist

eine weitere mdogliche Ursache fir die Schlupfhemmung in potenziellen neurotoxischen
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Effekten zu sehen, die durch in Textilabwassern enthalten Stoffe ausgeldst werden kénnen.
Diese sind fur textile Farbstoffe bekannt (Abe et al. 2018; Meireles et al. 2018; Koktirk 2022).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurden die Untersuchungen mit den
Zebrabarblingsembryonen und -larven intensiviert. Neben der akuten Toxizitdt wurden
Hinweise auf eine potenzielle neurotoxische Wirkung des synthetischen textilen Abwassers
als Ursache fur die Schlupfhemmung untersucht. Dazu wurden Biomarker (AChE-Aktivitat)
sowie Verhaltensversuche (Spontaneous Tail Coiling Assay und Light-Dark-Transition-Test)

eingesetzt.

Acetylcholinesterase-Aktivitat:

Im Rahmen der Untersuchung der neurotoxischen Wirkung der Proben wurde die
Acetylcholinesterase-Aktivitat in Zebrafischlarven untersucht. Da von Salzen keine
Veranderung der Acetylcholinesterase-Aktivitat zu erwarten war, wurden lediglich die
Farbstoffmischung und das synthetische textile Abwasser untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Exposition der Larven mit der Farbstoffmischung zu keiner Veranderung der
Acetylcholinesterase-Aktivitat fuhrt, wohingegen das synthetische textile Abwasser zu einer
signifikanten Reduktion der Acetylcholinesterase-Aktivitat in den Larven nach 120 hpf fihrt
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Relative Acetylcholin-Esterase (AChE) Aktivitat in 96 und 120 Stunden alten Danio rerio
Embryonen nach Exposition mit der Farbstoffmischung und synthetischem textilen Abwasser.
Durchgefihrt in drei biologischen Replikaten. Die Negativkontrolle ist als rote Linie eingezeichnet. Die
statistische Signifikanz wurde mittels one-way ANOVA for repeated measurements with a Dunnett Test
in Origin Lab 2023 untersucht.

Dieses Ergebnis kdnnte auf die Hemmung des Schlupfes durch eine Beeintrachtigung der
synaptischen Signallbertragung hinweisen. Allerdings ist zu beachten, dass Effekte auf die
Acetylcholin-Esterase, also die synaptische Signalweiterleitung, hochspezifisch sind und auf

Substanzen hinweisen, die entweder die entsprechenden Rezeptoren von Acetylcholin oder
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das Enzym Acetylcholinesterase (AChE) selbst beeinflussen. In einigen vorangegangenen
Studien konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass textile Farbstoffe die AChE-Aktivitat
reduzieren (Kugukkiling and Ozer 2007; Kaur and Kaur 2015). In der Studie von Kokturk (2022)
konnte bereits bei einer Konzentration von 0,5 mg/L des textilen Farbstoffes Remazol gelb-
GR eine Reduktion der AChE-Aktivitdt bei 96 Stunden alten Zebrabarblingsembryonen
nachgewiesen werden. Die Inaktivierung der AChE-Aktivitat durch Schadstoffe erfolgt dabei
uber die Oxidation von Aminosauren und Lipiden (Ballinger et al. 2005). Die in EfectroH20
erhaltenen Resultate decken sich nur teilweise mit den Ergebnissen friherer Studien, da hier
lediglich eine Reduktion der AChE-Aktivitat in der synthetischen Mischung, nicht aber im
Farbstoffgemisch selbst festgestellt werden konnte. Dies lasst den Schluss zu, dass die
Mischung aus Salzen und Farbstoffen zu einer Verstarkung des Effekts fuhren kdnnte. An
dieser Stelle kann jedoch keine Aussage uber das Ausmal der Verstarkung getroffen werden.
Daher sind weitere Untersuchungen erforderlich. Um weitere Hinweise auf potenzielle
neurotoxische Effekte und die beschriebene Schlupfverzégerung zu erhalten, wurde das
Verhalten der Embryonen und Larven zusatzlich im Spontaneous Tail Coiling Assay und dem

Light-Dark-Transition-Test untersucht.

Verhaltensuntersuchungen

Die Spontaneous Tail Coiling Assay (Spontanbewegung) und der Light-Dark-Transition-Test
(Schwimmverhalten) stellen zwei Verhaltenstests dar, die das neurotoxische Potential von
Chemikalien sowie komplexen Umweltproben untersuchen. Die Kombination beider Tests ist
besonders geeignet, da der Spontaneous Tail Coiling Assay neurotoxische Effekte im sich
noch entwickelnden neurologischen System von Zebrabarblingsembryonen aufzeigen kann,
wohingegen im Light-Dark-Transition-Test die neurotoxischen Effekte auf das vollstandig
entwickelte neurologische System untersucht werden kénnen (Legradi et al. 2015; Zindler et
al. 2019a). Verhaltenstests stellen etablierte Methoden zum Nachweis des neurotoxischen
Potenzials von Chemikalien dar (vgl. Legradi et al. 2015; Magno et al. 2015; Abu Bakar et al.
2017; Zindler et al. 2019a; Zindler et al. 2019b). Im Rahmen der Verhaltensuntersuchungen
an den Zebrabarblingsembryonen wurden die Salzmischung, die Farbstoffmischung sowie das

synthetische textile Abwasser in identischen Konzentrationen getestet.

Die Ergebnisse zeigten, dass die beiden Mischungen (Salze und Farbstoffe) keinen
signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Spontanbewegungen im Vergleich zur
Negativkontrolle hatten. Nach Exposition der Larven gegenuber der Farbstoffmischung konnte
dennoch eine Tendenz zur gesteigerten Spontanbewegungen beobachtet werden. Dieser
Anstieg war ebenfalls fur das synthetische textile Abwasser zu sehen. Allerdings kam es nach

der Exposition der Embryonen mit 0,024 g/L Salzen und 0,01 g/L Farbstoffen zu einem
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signifikanten Anstieg der Spontanbewegungen (Kruskal-Wallis-Test gekoppelt mit Dunn’s

multiple comparisons Test) (Abbildung 18).

m 018 %
mm 035%
mm 069 %

Relative amount of tail coils

Salt mix Dye mix Synth. text. wastew.

Abbildung 18: Relative Anzahl der spontanen Schwanzbewegung nach Exposition gegeniiber der
Salz- und Farbstoffmischung und dem synthetischen textilen Abwasser. 100 % Salzmischung entspricht
7 g/L Salzen; 100 % Farbstoffmischung entspricht 2,9 g/L Farbstoffen und das synthetische textile
Abwasser enthalt 7 g/L Salze und 7 g/L Farbstoffe. n=3. Die Negativkontrolle ist als rote Linie
eingezeichnet. Die Daten wurden auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe getestet
(Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparisons Test).

Die Ergebnisse der Farbmischung und synthetischen textilen Abwassers stehen in
Widerspruch zu der Studie von Tippabathani et al. (2020). In dieser Studie konnte nach
Exposition mit 0,001 g/L des textilen Farbstoffs Acid Blue, was einer 20-mal geringeren
Konzentration als in der Farbmischung und synthetischem textilen Abwasser entspricht, eine
Reduktion der Spontanbewegungen beobachtet werden. In der Farbstoffmischung konnte
zwar ein tendenzieller Anstieg der Spontanbewegungen beobachtet werden, welcher im
synthetischen textilen Abwasser signifikant ausfiel. Dies kénnte ein Hinweis daflr sein, dass
die Salze im synthetischen Abwasser den Effekt auf das Schwimmverhalten erhoht, was ein
Hinweis auf ein neurotoxisches Potential sein konnte. Die erhdhte Anzahl an
Spontanbewegungen, die im synthetischen textilen Abwasser beobachtet wurde, kénnte ein
Hinweis auf eine potentielle Stérung in der Bildung von Neurotransmitter sein (Zindler et al.
2019b; Oliveira et al. 2021). So kann eine Hemmung des Enzyms Acetylcholinesterase zu
einer verlangerten Aktivitdt des Neurotransmitters Acetylcholin fuhren, was wiederum die
Funktion des Nervensystems stort und so zu Verhaltensanderungen bis hin zum Tod fiihren
kann (Zindler et al. 2019a). Eine solche signifikante Hemmung der AChE-Aktivitat konnte nach
Exposition der Embryonen mit dem synthetischen textilen Abwasser nachgewiesen werden.

Allerdings trat konnte die Hemmung der AChE-Aktivitat erst in 120 h alten Larven und zudem
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in einer 20-mal héheren Konzentration beobachtet werden. Dennoch kann die Veranderung
der Spontanbewegung in Zusammenhang mit der Reduktion der AChE-Aktivitat als weiterer
Hinweis darauf gewertet werden, dass die Exposition der Embryonen und Larven mit dem
synthetischen Abwasser zu einer Beeintrachtigung der synaptischen Signallbertragung flhrt,
welche wiederum in einen Zusammenhang mit der beobachteten Schlupfverzégerung

gebracht werden kann.

Ein weiterer Endpunkt, der den Fokus auf die neuronale Entwicklung und Lokomotion von
Zebrafischlarven legt, ist der sogenannte Light-Dark-Transition-Test. In zwei Zyklen mit einem
abrupten Hell-Dunkel-Wechsel kann die Reaktion der Zebrafischlarven auf die plétzlich
eintretende Dunkelheit anhand der zuriickgelegten Schwimmstrecke beobachtet werden. Eine
plétzlich auftretende Dunkelheit simuliert das Auftreten eines Fressfeindes (Schattenwurf
eines groReren Fisches), sodass die Larven durch schnelle Bewegungen versuchen aus dem
Sichtfeld des Fressfeindes zu schwimmen. Es ist allerdings bekannt, dass die Einwirkung von
Substanzen dieses Verhalten andern kdnnen, sodass die Larven nicht oder nur eingeschrankt

schwimmen (Haigis et al. 2022).

Die Analyse der Verhaltensreaktion von Zebrafischlarven (120 hpf) im Light-Dark-Transition-
Test zeigt, dass die Exposition gegentber den drei Proben (Salzmischung, Farbstoffmischung
und synthetisches textiles Abwasser) im Vergleich zur Kontrollgruppe, die sowohl in der Hell-
als auch in der Dunkelphase eine gleichmaRige Verteilung der insgesamt zurlickgelegten
Strecke aufwies, keine Veranderung des Schwimmverhaltens beobachtet werden kann
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Ergebnisse des Light-Dark-Transition-Test mit Danio rerio-Larven. Geschwommene
Distanz nach Exposition gegentiber der Salz- und Farbstoffmischung und dem synthetischen textilen
Abwasser. 100 % Salzmischung entspricht 7 g/L Salzen; 100 % Farbmischung entspricht 2,9 g/L
Farbstoffen und das synthetische textile Abwasser enthdlt 7 g/L Salze und 7 g/L Farbstoffe.
Durchgefihrt in drei unabhangigen Replikaten

In vorangehenden Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine Exposition der
Embryonen und Larven mit textilen Farbstoffen eine Veranderung des Schwimmverhaltens
von Zebrafischlarven zur Folge hat. In Konzentrationen zwischen 0,001 g/L und 0,012 g/L der
beiden textilen Farbstoffe Basic Red 51 und Acid Blue 113 konnte eine Veranderung des
Schwimmverhaltens in den Hell- und Dunkelphasen beobachtet werden (Abe et al. 2018;
Tippabathani et al. 2020). Demgegenuber konnte weder bei der Farbmischung noch im
synthetischen textilen Abwasser eine Veranderung des Schwimmverhaltens beobachtet
werden. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte sein, dass die im EfectroH20-Projekt
untersuchten textilen Farbstoffe in zu niedrigen Konzentrationen getestet wurden. Diese
niedrigen Konzentrationen waren jedoch erforderlich, um ein Schlipfen der Larven zu
gewahrleisten, da andernfalls eine Bewertung des Schwimmverhaltens nicht moglich ware.
Als eine der Ursachen flr reduziertes Schwimmverhalten gilt die Hemmung des Enzyms AChE
(vgl. Xing et al. 2010; Schmidel et al. 2014; Liu et al. 2016). Wie fur das Spontaneous Tail
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Coiling ausgefuhrt, konnte eine Reduktion der AChE-Aktivitat durch das synthetische textile
Abwasser beobachtet werden, jedoch in einer deutlich héheren Konzentration. Dies deutet
erneut darauf hin, dass die hier untersuchten Konzentrationen zu niedrig waren, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Des Weiteren wurden die textilen Farbstoffe Basic
Red 51 und Acid Blue 113 in den erwahnten Studien einzeln untersucht, wohingegen die
Farbstoffe in der hier vorliegenden Studie in einer Mischung aus Farbstoffen vorliegen. Somit
ist es denkbar, dass Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Farbstoffen dazu

fuhrten, dass in der vorliegenden Mischung keine Effekte zu beobachten waren.

Zusammenfassend lassen sich keine eindeutigen Hinweise darauf finden, ob nach Exposition
gegenuber einer Mischung aus Salzen und Farbstoffen zu neurotoxischen Effekten fliihren und
ob die beobachtete Schlupfhemmung auf eine mégliche neurotoxische Wirkung zurtickgefihrt
werden kann. Eine potenzielle Neurotoxizitat kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da
die vorliegenden Ergebnisse eine signifikante Reduktion der Acetylcholinesterase-Aktivitat
und einen signifikanten Anstieg der Spontanbewegungen zeigen. Allerdings ist die Anzahl der
Studien, welche sich mit den mechanistischen Effekten von Textilfarbstoffen und -abwassern
in Zebrabarblingsembryonen und -larven befassen, relativ gering, sodass ein dringender
Bedarf an weiterer Forschung besteht, um die zugrunde liegenden Mechanismen der

beobachteten Effekte genauer zu identifizieren.

EROD-AKktivitat

AbschlieRend wurde im Rahmen der Untersuchungen ein Augenmerk auf die dioxinahnlichen
Effekte und damit auf die Induktion des Enzyms CYP1A in Zebrafischembryo-Homogenaten
gelegt. Dazu wurde der EROD-Assay in in vivo exponierten Zebrafischlarven durchgefiihrt.
Die Untersuchungen finden im gesamten Organismus statt und besitzen dementsprechend
eine hohe 6kologische Relevanz. Da von Salzen keine Veranderung der Acetylcholinesterase-
Aktivitat zu erwarten war, wurden lediglich die Farbstoffmischung und das synthetische textile
Abwasser untersucht. Azofarbstoffe hingegen wurden bereits in friheren Studien als
Proteininduktoren des Enzyms Cyp1A identifiziert (Refat et al. 2008; Johnson et al. 2010). Als
héchste Testkonzentration wurde sich jeweils am EC1o-Wert aus dem akuten Fischembryo-
Toxizitatstest orientiert. Diese Konzentration wird verwendet, um zu verhindern, dass
morphologische Schaden am Fisch einen Einfluss auf die Produktion und Freisetzung auf die
Acetylcholinesterase haben. Der Einfluss auf den Ah-Rezeptor ist deutlich sensibler und kann
auch in niedrigeren Konzentrationen nachgewiesen werden als akute morphologische
Schaden am Organismus. Weder fur die Farbmischung noch flir das synthetische textile
Abwasser konnte ein signifikanter Effekt auf die EROD-Aktivitat beobachtet werden. Dennoch

konnte fur beide proben zum Zeitpunkt 96 hpf und 120 hpf eine tendenzielle Reduktion der
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EROD-Aktivitdt gemessen werden (Abbildung 20). Eine mdgliche Erklarung fur diese
Ergebnisse liefert die Studie von Refat et al. (2008). In der Studie konnte gezeigt werden, dass
die Fahigkeit eines Azofarbstoffs das Enzym Cyp1A zu induzieren auf die MolekulgréRRe des
Azofarbstoffes sowie die elektronendichte der Azoverbindungen im Azofarbstoff
zurtickzufuhren sind (Refat et al. 2008).
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Abbildung 20: Relative EROD-Aktivitat in 96 und 120 Stunden alten Danio rerio Embryonen nach
Exposition mit dem Farbmix und synthetischem textilen Abwasser. Durchgefiihrt in drei biologischen
Replikaten. Die Negativkontrolle ist als rote Linie eingezeichnet. Die statistische Signifikanz wurde
mittels one-way ANOVA for repeated measurements with a Dunnett Test in Origin Lab 2023 untersucht.

6.1.2 Mechanismusspezifische Endpunkte

Neben der Bestimmung der akuten Toxizitat in Stellvertreterorganismen wurden zudem
mechanismusspezifische Endpunkte mit einer in vitro Testbatterie untersucht. Da die
Untersuchung von nativen (unbehandelten) Wasserproben mittels Zellkulturen nur schwer
moglich ist, wurden die Proben der drei synthetischen Mischungen extrahiert und hinsichtlich
einer potenziellen Zytotoxizitdt und Gentoxizitdt untersucht. Dazu wurde zunachst die
Zytotoxizitat der Proben bestimmt, um auszuschlieRen, dass der akute, zelltoxische Effekt den

mechanismusspezifischen Effekt nicht Uberlagert.

Zytotoxizitat

Die zytotoxische Wirkung der Proben (Salz- und Farbstoffmischung und synthetisches textiles
Abwasser) wurde im Rahmen des Neutralrot-Retentionstest (NR) mit der V79-Zelllinie
(Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters) untersucht. Im NR-Test erfolgt eine
Untersuchung der Membranintegritat der Lysosomen als Endpunkt. Das Ziel der Untersuchung
bestand in der Bestimmung der hochsten nicht-zytotoxische Konzentration der. Diejenige
Konzentration gilt als nicht-zytotoxisch, in der in jedem der drei biologischen Replikate
mindestens 80 % der Zellen tberleben (Viabilitat) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Relative Zellviabilitat (Uberleben) der V79 Zellen im Neutralrot-Retentionstest. Die
Konzentration ist angegeben als prozentualer Anteil der im nativen Abwasser gemessenen
Konzentrationen. 100 % Salzmix entspricht 7 g/L Salzen; 100 % Farbmix entspricht 2,9 g/L Farbstoffen
und 100 % synthetische textile Abwasser enthalt 7 g/L Salze und 7 g/L Farbstoffe. Durchgefiihrt in drei
unabhangigen Replikaten.

Die geringste Zytotoxizitdt wurde in den V79-Zellen nach Exposition mit den Salzen
beobachtet. Bei einer Konzentration von 5,635 g/L konnte eine Zellviabilitat von Uber 80 %
ermittelt werden. Im Gegensatz dazu wies das synthetische textile Abwasser die hdchste
Zytotoxizitat auf. Die hochste nicht-zytotoxische Konzentration betrug 0,09 g/L (Salzmischung)
und 0,037 g/L (Farbmischung) (Tabelle 13). Wie bereits nach Exposition der Embryonen und
Larven der Zebrafischembryonen konnte auch nach Exposition der Zellen das deutlichste
zytotoxische Potential fir das synthetische textile Abwasser nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse verdeutlicht erneut, dass eine Mischung aus Salzen und Farbstoffen das

Okotoxikologische Risiko deutlich erhéhen kann.

Far den weiterfihrenden Mikrokerntest wurde entsprechend die héchste nicht-zytotoxischen

Konzentration der drei Mischungen eingesetzt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Hochste nicht-zytotoxische Konzentration der drei synthetischen Mischungen im Neutralrot-
Retentionstest mit V79 Zellen.

Probe Salze (g/L) Farbstoffe (g/L)
Salzmix 5,635

Farbmix 0,146
Synthetisches textiles | 0,09 0,037

Abwasser
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Mikrokern-Test

Mit Hilfe des Mikrokern-Test mit den V79 Zellen wurde das gentoxische Potential der drei
synthetischen Mischungen untersucht. Im Rahmen dieser Untersuchungen wird das
schadliche Potential der Proben wahrend der Zellteilung auf den Spindelapparat und die
Chromosomen als Trager der DNA untersucht. In zahlreichen Studien wurde fir textile
Abwasser sowie fur textile Farbstoffe ein gentoxisches Potential nachgewiesen (Odeigah et
al. 1995; Al-Sabti 2000; Tsuboy et al. 2007; Hakem 2008; Grinevicius et al. 2009; Fernandes
et al. 2019). In den hier durchgefihrten Untersuchungen konnte erneut lediglich in der
héchsten Konzentration des synthetischen textilen Abwassers (0,09 g/L Salz und 0,037 g/L
Farbstoff) ein statistisch signifikantes gentoxisches Potential ermittelt werden (Abbildung 22).
Des Weiteren konnte in den verschiedenen Konzentrationen des Farbstoffgemischs eine
tendenzielle, konzentrationsabhangige Gentoxizitdt beobachtet werden, die jedoch nicht
signifikant war. Dennoch Iasst sich erkennen, dass die Exposition insbesondere der beiden
hoéchsten Konzentrationen der Farbstoffmischung (0,146 g/L und 0,073 g/L) zu einer ahnlich
hohen Mikrokernrate in den V79-Zellen gefuhrt hat wie die hdchste Konzentration des
synthetischen textilen Abwassers. In diesem Fall wies die Negativkontrolle in einem der drei
biologischen Replikate eine zu hohe Mikrokernrate auf, sodass kein signifikantes Ergebnis
erzielt werden konnte. Die Exposition der Zellen gegenuber den Salzen resultierte in keiner

signifikanten Erhdhung der Mikrokernrate.
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Abbildung 22: Induktionsfaktor von Mikrokernen in V79 Zellen nach Exposition mit den Proben. Die
Konzentration ist angegeben als prozentualer Anteil der im nativen Abwasser gemessenen
Konzentrationen. 100 % Salzmix entspricht 7 g/L Salzen; 100 % Farbmix entspricht 2,9 g/L Farbstoffen
und das synthetische textile Abwasser enthalt 7 g/L Salze und 7 g/L Farbstoffe. Der Pearsons Chi-
Quadrat Test mit Yates Korrelation wurde verwendet zur Bestimmung statistischer Signifikanz.
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Die Ergebnisse des Farbstoffgemischs und des synthetischen Abwassers weisen tendenziell
auf einen groleren Einfluss der Farbstoffe als Ursache fir die erhéhte Mikrokernrate hin. Auch
in vorangegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass textile Farbstoffe gentoxisch
aktiv sind. Diese Daten sind mit bereits durchgeflihrten Untersuchungen vergleichbar. So
konnten Tsuboy et al. (2007) und Fernandes et al. (2019)fir den textilen Farbstoff Disperse
Blue 2019 ein gentoxischer Effekt im Mikrokern-Test nachgewiesen werden. Allerdings ist bei
der Bewertung des gentoxischen Potentials zu beachten, dass die Induktion von Mikrokernen

auch von der verwendeten Zelllinie abhangt.

Zusammenfassung und Fazit aus den Vorversuchen mit Salzen und Farbstoffen
Ziel der Voruntersuchungen war es, die akute Toxizitdt von Hauptkomponenten textiler

Abwasser zu bestimmen. Hierflr wurden zwei Salze sowie flnf textile Farbstoffe untersucht.

Die Testergebnisse zeigten, dass die funf Farbstoffe in beiden Tests eine deutlich hdhere
Toxizitat aufwiesen als die Salze. Die ECs,-Werte der Farbstoffe variierten dabei erheblich. Im
Daphnien-Immobilisationstest lagen die ECs,-Werte zwischen 0,5 g/L (Red ME3B) und 1,9 g/L
(Yellow GD3R). Im Fischembryo-Toxizitatstest wurden Werte zwischen 0,6 g/L (Red ME3B)
und 2,8 g/L (Yellow GD3R) ermittelt. Beide Organismen reagierten besonders sensitiv auf den

roten Farbstoff, wahrend der gelbe Farbstoff weniger toxisch war.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Toxizitat innerhalb der Farbstoff- und Salzgruppen

stark variiert. Eine Fokussierung auf einzelne Substanzen ist daher nicht zielfiihrend.

Im nachsten Schritt wurden drei Mischungen untersucht: eine Salz- und eine
Farbstoffmischung sowie ein synthetisches textiles Abwasser, das beide Mischungen enthielt.
Ziel war es, Wechselwirkungen innerhalb derselben Stoffklassen sowie zwischen Salzen und

Farbstoffen zu analysieren.

Die akuten Toxizitatsuntersuchungen mit den Modellorganismen Raphidocelis subcapitata,
Daphnia magna und Danio rerio zeigten, dass die Mischung aus Salzen und Farbstoffen zu
einer erhohten Toxizitat fihrt. In  Danio rerio-Embryonen wurden zudem eine
Schlupfhemmung, eine verringerte AChE-Aktivitat und eine veranderte Spontanbewegung
nach Exposition gegenuber der Farbstoffmischung beobachtet. Zudem zeigte das
synthetische textile Abwasser (0,09 g/L Salz und 0,037 g/L Farbstoffe) im Mikrokerntest ein

signifikantes gentoxisches Potenzial.

Die hier erhaltenen Ergebnisse liefern wertvolle Erkenntnisse hinsichtlich der Wirkweise
verschiedener Abwasserkomponenten und verdeutlichen, dass eine kombinierte Betrachtung

moglichst vieler Bestandteile textiler Abwasser sinnvoll ist, da sich die Toxizitat einzelner
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Farbstoffe bereits deutlich unterscheiden. Zudem zeigen die Ergebnisse, dass eine Erhdhung
der Komplexitat auch mit einer Erhdhung der Toxizitat einhergehen kann. Vor allem die
Farbstoffe zeigten ein erhebliches dkotoxikologisches Potenzial. Da reale Textilabwasser eine
Vielzahl weiterer Farbstoffe enthalten, ist von einer noch héheren Toxizitat auszugehen. Eine
umfassende Analyse komplexer Mischungen ist daher notwendig, um die tatsachlichen

Risiken textiler Abwasser zu bewerten.

55



6.2 Untersuchung realer Textilabwasserproben

Im Rahmen des EfectroH20-Projekts wurden verschiedene textile Abwasser aus der
Klaranlage Kunnankalpalayam CETP in Tirupur, Indien, auf ihre Toxizitdt und die
Reinigungsleistung eingesetzter und neu entwickelter Technologien untersucht. Ziel war es,
die Gefahrdung von Gewasserorganismen durch textile Abwasser zu bewerten und die
Effizienz gangiger sowie neu entwickelter Abwasserbehandlungsmethoden (Chlorierung und
E-Peroxon) zu prufen. Die Abwéasser wurden zwischen Juli 2021 und Mai 2024 entnhommen
und in 6kotoxikologischen Tests auf ihre akute Toxizitat sowie Zelltoxizitat, genotoxische und
endokrine Effekte untersucht. Dabei wurden sowohl native Abwasserproben als auch

extrahierte Proben verwendet.

6.2.1 Untersuchung der akuten Toxizitat textiler Abwasserproben
Die textilen Abwasserproben wurden hinsichtlich ihrer akuten Toxizitat gegentiber Organismen
untersucht. Um akute Toxizitat moglichst umfassend zu untersuchen, wurden Organismen aus
verschiedenen trophischen Ebenen verwendet. Hierfir wurden die drei standardisierten
Modelorganismen  Raphidocelis  subcapitata  (Primarproduzent), Daphnia magna

(Primarkonsument) und Danio rerio Embryonen und Larven (Sekundarkonsument) verwendet.

Erste Untersuchungskampagne

Ziel der ersten Untersuchungskampagne war es die akute Toxizitat von textilen
Abwasserprobe (BFraktion_WW1) gegenuber den Modelorganismen Raphidocelis
subcapitata, Daphnia magna und Danio rerio zu untersuchen. Des Weiteren sollte die
Reinigungseffizienz der Chlorierung (CL_WW?1) hinsichtlich der akuten Toxizitat untersucht
werden. Beide Proben wurden als Extrakt untersucht. Dies war notwendig da die
mechanismusspezifische Toxizitat mit Zellkulturen untersucht wurde, und die Testung von

Wasserproben hierbei nur eingeschrankt moglich ist.

Algenwachstums-Inhibitionstest

Die Untersuchungen mit der Griinalge Raphidocelis subcapitata zeigten fir die unbehandelte
Abwasserprobe (BFraktion_WW1) bei der hoéchsten Testkonzentration (REF = 2) eine
maximale Wachstumsinhibition von 49 %. Fir das chlorierte Abwasser (CL_WW1) konnte in
der hdchsten Testkonzentration (REF = 2) dagegen lediglich noch eine Wachstumsinhibition
von 15 % nachgewiesen werden. Damit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine
Behandlung des textilen Abwassers mit Chlor zu einer Reduktion der Wachstumsinhibition

fuhrt. Allerdings zeigen die Ergebnisse auch, dass die Chlorierung nicht in der Lage ist das
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wachstumsinhibierende Potential vollstandig zu eliminieren. Nach unserem derzeitigen
Kenntnisstand existiert keine Literatur, die sich mit der Untersuchung einer moglichen
Wachstumsinhibition von textilem Abwasser nach einer Behandlung mit Chlor befasst. Dies
verdeutlicht die Notwendigkeit weiterer Forschungsarbeiten zur Untersuchung der potenziellen

Reinigungsleistung einer Chlorierung.

Daphnien-Immobilisationstest

Fir das unbehandelte textile Abwasser (BFraktion_WW1) konnte eine ECso-Konzentration von
59 % Abwasserprobe (REF 0,59) bestimmt werden. Die bisherigen Forschungsergebnisse
hinsichtlich der Toxizitat textiler Abwasser auf Primarkonsumenten wie Daphnia magna weisen
eine hohe Variabilitat auf. In einer Studie von Rosa et al. (2001) konnte nachgewiesen werden,
dass bereits eine Konzentration von 25 % textiles Abwasser ausreicht, um eine 50 %ige
Immobilisation zu verursachen. In Kontrast dazu stehen Studien, in denen erst bei héheren
Konzentrationen Effekte auf die Immobilitdt beobachtet wurden. Wieder andere Studien
berichten, dass keine Toxizitat von textilen Abwassern auf die Immobilitdt Daphnia magna
beobachtet werden konnte (Rosa et al. 2001; Grinevicius et al. 2009; Verma 2011; Verma et
al. 2012). Diese Unterschiede in der Toxizitat sind vermutlich auf die stark wechselnde
Zusammensetzung textiler Abwasser zurlckzufiihren. Textile Abwasser enthalten eine
Vielzahl von Schadstoffen, wie textile Farbstoffe, Tenside, Weichmacher, Pestizide und
Pharmazeutika, fur welche toxische Effekte gegenlber Daphnien bekannt sind (vgl. Kapitel
6.3).

Die Behandlung der Textilabwasserproben mit Chlor fuhrte bis zu einem
Aufkonzentrierungsfaktor von 2 zu keiner nachweisbaren Immobilitdt in den Daphnien, was
wiederum bestatigt, dass die Chlorierung eine geeignete Methode zur Aufbereitung textiler

Abwasser ist, um deren Toxizitadt gegentber Primarkonsumenten zu eliminieren.

Fischembryo-Toxizitatstest

Die Analyse der unbehandelten Abwasserprobe (BFraktion_WW1) ergab eine ECs,-

Konzentration von REF 0,49, was einem Anteil von 49 % der Abwasserprobe entspricht.

In einer Vielzahl von Studien wurde die akute Toxizitat textiler Abwasser aus unterschiedlichen
Landern (Brasilien, Indien, Tirkei, USA) gegeniber verschiedenen Fischarten (Poecilia
reticulata, Gambusia affinis, Lepistes sp., Pimephales promelus) untersucht (Walsh et al.
1980; Rosa et al. 2001; Sponza 2002; Sharma et al. 2007). In der Studie von Rosa et al. (2001)
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konnte nach Exposition von Guppys (Poecilia reticulata) mit einem textilen Abwasser aus
Brasilien eine ECsy-Konzentration von 50 % Abwasser bestimmt werden. Dieses Resultat
korrespondiert mit den hier prasentierten Resultaten des unbehandelten Abwassers
(BFraktion_WW?1). In der Studie von Sponza (2002) konnte hingegen aufgezeigt werden, dass
die Zusammensetzung verschiedener Abwasserproben starken Schwankungen unterliegt,
was zu signifikanten Unterschieden in der Toxizitat fuhrt. Im Rahmen einer 240 Tage
andauernden Studie wurden in einer Textilfabrik in der Tlrkei insgesamt 23 textile Abwasser
untersucht. Die ECsy-Konzentration des textilen Abwassers gegentber Guppys betrug nach
Exposition einer Probe 0,05 %. In einer weiteren Abwasserprobe konnte demgegenuber keine

Toxizitat beobachtet werden.

Analog zu den Resultaten der Untersuchungen an den beiden anderen Organismen, Algen
und Daphnien, konnte auch im Fischembryo-Toxizitatstest mit Embryonen und Larven des
Zebrabarblings nach der Chlorierung des Abwassers (CL_WW1) in der hochsten

Testkonzentration (REF = 2) keine Toxizitat festgestellt werden.

Zweite Untersuchungskampagne

Das Ziel der zweiten Untersuchungskampagne war es Hinweise Uber die Treiber der Toxizitat
in textilen Abwassern zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde das textile Abwasser mittels SPE
in eine saulenbindende Fraktion (Extrakt), die im Wesentlichen organische (Schad-)Stoffe
enthalt, und eine nicht-sdulenbindende Fraktion (Wasserprobe), die in erster Linie
anorganische (Schad-)Stoffe enthalt, aufgetrennt. Des Weiteren wurde die akute Toxizitat
gegenuber den Stellvertreterorganismen fir beide Fraktionen analysiert. Um zudem eine
umfassende Analyse der Probe zu erméglichen, wurde zusatzlich die native, unbehandelte

Wasserprobe untersucht, um die Toxizitat des gesamten Abwassers zu bestimmen.

Algenwachstums-Inhibitionstest

Wie bereits in Kapitel 6.1 dargelegt, war eine Anpassung des Algenwachstumsinhibitionstests
erforderlich, um eine Uberlagerung der Eigenfluoreszenz des nativen textilen Abwassers
(Raw_WW?2) mit der Fluoreszenz der Algen zu verhindern. Daher wurde die Wachstumsrate
der Algen nicht direkt nach der Exposition, sondern erst nach 24 Stunden ermittelt. Zu diesem
Zeitpunkt war die Uberlagerung der Eigenfluoreszenz des Abwassers durch die erhéhte
Anzahl an Algenzellen nicht mehr signifikant. In der anschlieBenden Untersuchung wurde die

Fluoreszenz alle 24 bis 72 Stunden bestimmt. Fir die unbehandelte Abwasserprobe

58



(Raw_WW?2) konnte eine ECs,-Konzentration von 28,8 % ermittelt werden. Die Probe
NBFraktion_WW?2, die primar anorganische Schadstoffe beinhalten sollte, wies mit einer ECso-
Konzentration von 9,45 % eine hdhere Toxizitat auf als das unbehandelte und unfraktionierte
Abwasser. Im Gegensatz dazu konnte bei der Fraktion BFraktion_WW2, die primar organische
Schadstoffe enthalt, selbst bei der hochsten Testkonzentration (REF=2; 200 %

Abwasserprobe) keine Wachstumsinhibition beobachtet werden (Tabelle 14).

Tabelle 14: Algenwachstumsinhibition von Raphidocelis subcapitata von 24 bis 72 Stunden. Untersucht
wurden das unbehandelte textile Abwasser (Raw_WW?2), eine Fraktion mit primar organischen
Schadstoffen als Extrakt (BFraktion_WW?2) und die Wasserphase, die primar anorganische Schadstoffe
enthalt (NBFraktion_WW2).

Probe ECso
Raw_WW2 28,8 %
BFraktion_WW?2 Keine Inhibition
NBFraktion WW?2 9,45 %

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass die Wachstumsinhibition der Algen in erster
Linie auf anorganische Substanzen, wie Schwermetalle, zurtickzufiihren ist. Dieses Ergebnis
ist mit denen der initialen Untersuchungskampagne vergleichbar. Auch nach Exposition der
Algen mit dem organischen Extrakt des textilen Abwassers (BFraktion_WW2) konnte lediglich
eine sehr geringe Wachstumsinhibition berechnet werden (ECso-Konzentration: REF = 3,1;
310 Abwasserprobe). Diese Beobachtung lasst sich durch die primare Bindung organischer
Schadstoffe an das Saulenmaterial bei der Extraktion mit HLB-S&ulen erklaren, wodurch die
Schwermetalle und andere anorganische Stoffe anschlieRend in der verbleibenden wéassrigen

Phase enthalten sind.

Méogliche Treiber fir die beobachtete Wachstumsinhibition in den Proben Raw_WW2 und
NBFraktion_WW?2 kénnten Salze oder Schwermetalle sein. In den vorherigen Untersuchungen
konnte bereits nachgewiesen werden, dass Raphidocelis subcapitata sensitiv auf eine
Salzmischung bestehend aus NaCl, Na;SO4, MgCl,, CaCl> und NaHCO3 reagiert (ECso-
Konzentration = 2,3 g/L; (vgl. Kapitel 6.1 Toxizitat der Salze). Auch aus der Literatur sind fur
Salze ECso-Konzentrationen zwischen 0,64 g/L und 4,1 g/L (Na>.SO4, CaClz, NaCl) bekannt
(Simmons 2012; Venancio et al. 2023). Aufgrund der im Farbeprozess eingesetzten
Salzkonzentrationen von bis zu 100 g/L (Varadarajan and Venkatachalam 2016), ist davon
auszugehen, dass im finalen textilen Abwasser Salzkonzentrationen vorliegen, die die
beschriebenen ECso-Konzentrationen deutlich Gberschreiten. Es ist jedoch ebenfalls bekannt,

dass Schwermetalle das Wachstum von Algen negativ beeinflussen kénnen. In einer friiheren
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Studie konnten bereits ECso-Konzentrationen von 0,000932 ug/L fir Nickel und 53,9 ug/L fur
Zink ermittelt werden (Exposito et al. 2017). Die chemische Analyse der hier untersuchten
Proben ergab, dass die unbehandelte und unfraktionierte Probe (Raw_WW2) hohe
Konzentrationen an Nickel und Zink aufweist. Die Nickel-Konzentration betragt 5,6 pg/L, die
von Zink 115 pg/L. In der nicht-gebundenen wassrigen Fraktion (NBFraktion_WW2) konnten
sehr ahnliche Konzentrationen nachgewiesen werden (Nickel: 5,5 pg/L; Zink: 136 ug/L).
Demgegeniber wurden im organischen Extrakt (BFraktion_WW2) lediglich Konzentrationen
von 1,7 pg/L (Nickel) bzw. 16 pg/L (Zink) nachgewiesen. Die ermittelten Konzentrationen der
Schwermetalle in den untersuchten Abwasserproben liegen demnach deutlich tber den von
Exposito et al. (2017) beobachteten Effektkonzentrationen. Dies lasst den Schluss zu, dass
die nachgewiesene Wachstumshemmung in den Algen in erster Linie durch Schwermetalle
verursacht wurde. Allerdings muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass in den hier
untersuchten Proben insgesamt 16 Schwermetalle mit zum Teil sehr hohen Konzentrationen
fur Eisen (299 pg/L), Kupfer (169 pg/L) und Zink (115 pg/L) nachgewiesen wurden (vgl. Kap.
6.3). Es ist daher ebenfalls moglich, dass diese Schwermetalle ebenfalls zur Algentoxizitat
beitragen.

Daphnien-Immobilisationstest

Zur Uberpriifung einer méglichen akuten Toxizitat gegenliber Primarkonsumenten wurde das
unbehandelte textile Abwasser (BFraktion_WW1) im Daphnien-Immobilisationstest mit
Daphnia magna untersucht. Des Weiteren wurden die beiden Fraktionen (BFraktion_WW2 und
NBFraktion_WW2) hinsichtlich mdglicher Treiber der Toxizitdt des textilen Abwassers

untersucht.
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Abbildung 23: Immobilisation von Daphnia magna im Daphnien-Immobilisationstest nach Belastung
mit dem unbehandelten Abwasser (Raw_WW?2) und den zwei Fraktionen (BFraktion_WW?2 und
NBFraktion_WW?2).
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m Rahmen der durchgefihrten Untersuchungen konnte eine akut toxische Wirkung gegentber
Daphnia magna fur alle drei untersuchten Proben nachgewiesen werden. Die héchste Toxizitat
wurde fur die BFraktion_WW2 beobachtet (ECso-Konzentration = REF 0,3; 0,003 % der
Ausgangsprobe), gefolgt von Raw_WW2 (ECso-Konzentration = 0,9 % Abwasser).
Demgegenuber wies die nicht-gebundene wassrige Fraktion (NBFraktion_WW?2) eine deutlich
geringere Toxizitat auf (ECso-Konzentration = 51 % Abwasser) (Abbildung 23 und Tabelle 15).
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Toxizitat textiler Abwasser primar durch
organische Schadstoffe verursacht wird, was wiederum im Kontrast zur beschriebenen
Algentoxizitat durch Schwermetalle steht. Die geringe Sensitivitdt der Daphnien gegeniber
der NBFraktion_WW2 (ECso-Konzentration = 51 % Abwasser) lasst sich durch den hohen
Anteil anorganischer Substanzen, wie Salze und Schwermetalle, in dieser Fraktion erklaren.
Wie bereits in Kapitel 6.1 beschrieben, eisen Daphnien eine hohe Salztoleranz auf, sodass
davon auszugehen ist, dass die in den Textilabwassern enthaltenen Salzkonzentrationen
keinen starken Einfluss auf die Mobilitat der Daphnien ausuben. Allerdings ist aus der Literatur
bekannt, dass Schwermetalle eine toxische Wirkung gegeniiber Organismen der Gattung
Daphnia besitzen. Cui et al. (2018) konnten flr Daphnia galeata zeigen, dass die ECs,-
Konzentration verschiedener Schwermetalle (Blei, Arsen, Eisen, Mangan) zwischen
0,059 mg/L und 1,5 mg/L betragt. Demgegentber konnten Khangarot et al. (1987) ECso-
Konzentrationen von Schwermetallen (Ag, Cu. Zn, Cr, Cd, Pb, Ni) gegentiber Daphnia magna
von 0,01 mg/L bis 7,59 mg/L ermitteln. Die in der NBFraktion_WW2 gemessenen
Konzentrationen der Schwermetalle liegen jeweils unter den in den genannten Studien
beschriebenen EC5,-Konzentrationen. Dies erklart, warum die wassrige Probe keinen starken

Einfluss auf die Mobilitat der Daphnien hat.

Tabelle 15: ECso-Konzentration der drei Proben (Raw_WW2, BFraktion_WW2 und NBFraktion_WW?2)
im Daphnien-Immobilisationstest mit Daphnia magna.

Probe ECso

Raw_WW?2 0,9 %

BFraktion_WW?2 REF 0,3 (0,003 % Ausgangsprobe)
NBFraktion 51%

Textile Abwasser enthalten eine Vielzahl von organischen Schadstoffen, wie textile Farbstoffe,
Tenside, Weichmacher, Pestizide und Pharmazeutika (Siddique et al. 2017, vgl. auch Kapitel
6.3). Fir diese Substanzen sind toxische Effekte gegenuber Daphnien bekannt. So konnte
z.B. bereits nachgewiesen werden, dass Daphnia magna sensitiv auf eine Exposition mit

Textilfarbstoffen reagiert (Pekhtasheva et al. 2024). In einem Review-Artikel von Tkaczyk et
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al. (2021) wird zudem ausfuhrlich tber die Effekte von Pharmazeutika auf Daphnien berichtet.
Dabei werden sowohl Effekte auf die Reproduktion und das Verhalten als auch subletale und
letale Auswirkungen beschrieben. In den Textilabwasserproben konnten neben den
typischerweise in Textilabwassern identifizierten Substanzen eine Reihe an Pharmazeutika
nachgewiesen werden, die entsprechend zu den hier identifizierten Effekten beigetragen

haben konnten.

Der Vergleich der ECso-Konzentration des Extraktes (BFraktion_WW2) mit dem Extrakt des
Abwassers der ersten Untersuchungskampagne (BFraktion_ WW2; ECso: 0,59 %) verdeutlicht,
dass die Toxizitat textiler Abwasser gegenuber Primarkonsumenten variiert. Die signifikanten
Unterschiede in der Immobilitat der Daphnien der beiden Abwasser sind daher wahrscheinlich
auf die hohe Variabilitdt in der Zusammensetzung textiler Abwasser zurtickzufiuhren, wie
bereits beschrieben und auch in anderen Studien belegt. Dies verdeutlicht, dass nicht von de
Toxizitat einer Abwasserprobe auf die Toxizitat anderer Abwasserproben geschlossen werden

kann.

Untersuchungen mit Embryonen und Larven von Danio rerio

Neben den Algen und Daphnien wurden die zwei Fraktionen auch hinsichtlich ihres
teratogenen und embryotoxischen Potentials. Des Weiteren wurde die Untersuchung

hinsichtlich potenzieller neurotoxischer Effekte vertieft.

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnten embryotoxische Effekte gegentber
Danio rerio fur alle drei untersuchten Proben nachgewiesen werden. Die hdchste Toxizitat
wurde nach Exposition der Embryonen fir die unbehandelte Abwasserprobe (Raw_WW2)
festgestellt, wobei eine ECso-Konzentration von 22,6 % ermittelt wurde. Die Exposition der
Embryonen gegenliber der Wasserprobe (NBFraktion_WW2) resultierte in einer ECso-
Konzentration von 33,4 %. Demgegenliber wies der organische Schadstoffextrakt
(BFraktion_WW2) mit einer ECs,-Konzentration von 1,067 (106,7 % der Ausgangsprobe) eine
deutlich geringere Toxizitat auf (Abbildung 24). Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
die Toxizitdt des textilen Abwassers hauptsachlich durch die anorganischen Schadstoffe

verursacht wird.

Es konnte jedoch festgestellt werden, dass das unbehandelte Abwasser, welches sowohl
organische als auch anorganische Substanzen beinhaltet, eine hdhere Toxizitat aufweist als
die NBFraktion_WW?2, die primar anorganische Schadstoffe enthalt. Diese Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass sowohl organische als auch anorganische Schadstoffe im textilen

Abwasser als multiple Stressoren gegenuber Danio rerio fungieren kdnnen. Es ist bekannt,
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dass eine komplexe Mischung verschiedener Schadstoffe bzw. Schadstoffklassen im
Vergleich zur Exposition mit Einzelsubstanzen synergistische, antagonistische oder auch
additive Effekte haben kann (Kunz et al. 2017). Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der
Vorversuche bestatigt. Im Rahmen des Fischembryo-Toxizitatstests konnte nachgewiesen
werden, dass die ECs,-Konzentrationen der Salzmischung (anorganisch) und der
Farbstoffmischung (organisch) sinken und damit eine héhere Toxizitat aufweisen, wenn die
Embryonen und Larven mit beiden Komponenten gemeinsam exponiert werden. (vgl. Kapitel
6.1).
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Abbildung 24: Effekte in % im Fischembryo-Toxizitatstest mit Danio rerio nach Exposition mit dem
unbehandelten Abwasser (Raw_WW2) und den beiden Fraktionen (BFraktion_WW2 und
NBFraktion_WW?2) nach 120 hpf.

Die Ergebnisse des Abwasserextrakts (BFraktion_WW2) unterscheiden sich denen der ersten
Untersuchungskampagne (BFraktion_WW1) deutlich. Im Gegensatz zur Probe
BFraktion_WW1, welche eine ECso-Konzentration von REF 0,49 gegenlber Danio rerio
aufwies, konnte fur BFraktion_WW?2 eine deutlich geringere Toxizitat beobachtet werden
(ECso-Konzentration = REF 1,067). Diese Beobachtung konnte ebenfalls hinsichtlich der
Immobilisierung von Daphnien bestéatigt werden. Wie bereits ausfuhrlich diskutiert, ist aus der
Literatur bekannt, dass sich die Toxizitat textiler Abwasser aus verschiedenen Textilfabriken,
aber auch innerhalb einer Textilfabrik gegentber Danio rerio sehr stark unterscheiden kann.
Dies lasst sich durch die stark variierende Zusammensetzung textiler Abwasser erklaren
(Sponza et al. 2002).

Tabelle 16: ECso-Konzentrationen des unbehandelten Abwassers (Raw_WW2) und der zwei Fraktionen
(BFraktion_WW?2 und NBFraktion_WW?2) im Fischembryo-Toxizitatstest mit Danio rerio bei 120 hpf.

Probe ECso

Raw_WW2 226 %

BFraktion_WW2 REF 1,067 (106,7 % Ausgangsprobe)
NBFraktion WW2 | 33,4 %
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Bei der Untersuchung der subletalen und teratogenen Effekte konnte festgestellt werden, dass
die drei untersuchten Proben zu unterschiedlichen Auswirkungen auf die Entwicklung von
Danio rerio-Embryonen und -Larven fihren. Die unbehandelte Abwasserprobe (Raw_WW2)
sowie die Wasserprobe (NBFraktion_WW?2), welche primar anorganische Schadstoffe
enthalten, fuhrten in den Embryonen tberwiegend zu deutlichen Entwicklungsverzégerungen
(Abbildung 25).

Abbildung 25: Entwicklungsverzdgerung in Danio rerio Embryonen nach Exposition mit den proben
Raw_WW2 und NBFraktion_WW2 (obere Reihe) zu den Zeitpunkten 24 h bis 120 h. Die Ergebnisse
zeigen eine Verzogerung der Entwicklung unter Einfluss der untersuchten Proben im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (untere Reihe).

Eine derartige Entwicklungsverzogerung konnte in den Vorversuchen weder in den
verschiedenen Salzproben noch in den Farbstoffproben beobachtet werden. Auch im
synthetischen textilen Abwasser, welches eine Mischung aus Salz und Farbstoff darstellt,
konnte keine Entwicklungsverzdogerung festgestellt werden (vgl. auch Kapitel6.1) a die
beobachtete Entwicklungsverzégerung Uberwiegend in der unbehandelten Abwasserprobe
(Raw_WW2) und in der Wasserprobe (NBFraktion_WW?2), jedoch nicht im organischen
Schadstoffe enthaltenden Extrakt (BFraktion_WW2) festgestellt wurde, lasst sich ableiten,
dass die Entwicklungsverzégerung von anorganischen Komponenten, wie Schwermetallen,
verursacht wird. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass eine Exposition von Danio rerio-
Embryonen gegentber Kupfer, Cadmium oder Blei zu Entwicklungsverzégerungen flihren
kann, die durch Schwermetalle ausgeldst werden (Jezierska et al. 2009).

Im Gegensatz dazu wies der organische Abwasserextrakt (BFraktion_WW2) keine
Entwicklungsverzdégerungen auf, sondern zeigte vorwiegend subletale Effekte, wie das
Auftreten von Odemen und Blutstaus (Abbildung 26). Es konnte eine signifikante Odembildung
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mit Blutansammlung insbesondere im Schwanzbereich der Fischembryonen beobachtet
werden. In vorangehenden Versuchen konnten vergleichbare Effekte beobachtet werden,
nachdem die Embryonen mit den verschiedenen textilen Farbstoffen exponiert worden waren.
Auch in diesem Fall waren Odeme im Dottersack- und Herzbereich sowie Blutstaus haufig
beobachtete Effekte. Allerdings wurden diese vorwiegend im Bereich des Dottersacks
beobachtet, nicht jedoch im Schwanzbereich. Odeme und Anstauungen von Blut lassen
grundsatzlich auf Effekte schlielen, die mit einer Stérung der Durchblutung einhergehen.
Derartige Effekte wurden bereits in einer Vielzahl vorangehender Studien fir diverse textile
Farbstoffe ebenfalls beschrieben (Ozharn Turhan 2022; Joshi and Katti 2018; Oliveira et al.
2018; Hernandez-Zamora and Martinez-Jerénimo 2019). Daher kann an dieser Stelle
angenommen werden, dass die beobachteten Effekte durch die in der Probe enthaltenen

Farbstoffe ausgelést wurden.

Abbildung 26: Odeme und Anstauung von Blut im Schwanzbereich der Fischembryonen, nach
Belastung mit BFraktion_WW2.

Untersuchung des neurotoxischen Potentials in Danio rerio Embryonen und Larven

Neben den Untersuchungen des akuten Potentials der Textilabwasser auf
Zebrabarblingsembryonen und -larven wurden die drei Proben (Raw_WW?2, BFraktion_WW2
und NBFraktion_WW?2) hinsichtlich ihres neurotoxischen Potentials untersucht. Fir textile
Abwasser und insbesondere textile Farbstoffe ist bekannt, dass sie ein neurotoxisches
Potential aufweisen kénnen (Abe et al. 2018; Al-Buriahi et al. 2022). Aufgrund dessen wurde
die drei Proben im Acetylcholinesterase (AChE) Test mit Danio rerio Larven untersucht. Die
Messung der AChE-Aktivitat ist einer der am haufigsten genutzten Biomarker zur Bestimmung
des neurotoxischen Potentials, da es fur die Umwandlung von Acetylcholin verantwortlich ist,

welches einen der wichtigsten Neurotransmitter in Organismen darstellt.
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Die Ergebnisse zeigten keine signifikante Veranderung der AChE-Aktivitat in den Larven.
Jedoch konnte nach 96 Stunden Exposition mit den unbehandelten Abwasserproben
(Raw_WW?2) und der Fraktion, die Uberwiegend anorganische Stoffe enthalt
(NBFraktion_WW?2), ein Trend in der Konzentrations-Wirkungsbeziehung der AChE-Aktivitat
beobachtet werden. Dieser Trend war nach 120 hpf nicht mehr erkennbar (Abbildung 27), was
auf eine Reversibilitdt des neurotoxischen Potenzials bzw. eine Metabolisierung der toxischen
Substanzen hindeutet. Nach 96 hpf ist der Metabolismus der Zebrafischlarven (Schiwy et al.,
2015) aktiv und die Entwicklung des Nervensystems abgeschlossen (Legradi et al., 2015),

wodurch chemische Substanzen die neuronale Entwicklung beeintrachtigen kénnen.
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Abbildung 27: Relative AChE Aktivitat in Danio rerio Larven nach Belastung mit dem unbehandelten
Abwasser (Raw_WW2) sowie den zwei Fraktionen (BFraktion_WW2 und NBFraktion_WW2) zum
Zeitpunkt 96 hpf und 120 hpf. Die enzymatische Aktivitat ist auf die unbelastete Negativkontrolle
normiert (rote Linie). Der Kruskall-Wallis Test mit Dunns post-test wurde durchgefiihrt, um signifikante

Unterschiede zu bestimmen.

Die untersuchten Proben Raw_WW2 und NBFraktion_ WW2 enthalten GUberwiegend
anorganische Substanzen, wahrend die Probe Raw_WW_E1 organische Substanzen enthalt.
Die AChE-Hemmung koénnte daher hauptsachlich durch die anorganischen Substanzen
verursacht worden sein. In der Literatur konnte bereits fiir Schwermetalle wie Aluminium,
Kupfer und Zink eine AChE-Hemmung beobachtet werden (Silva und Pathiratne, 2008). Die
chemische Analyse der hier untersuchten Stoffe ergab hohe Schwermetallkonzentrationen in
diesen Proben (vgl. Kapitel 6.3), was die beobachtete AChE-Hemmung erklaren kénnte. Im

Gegensatz dazu enthalt Raw_WW_E1 nur geringe
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Neben der Messung der AChE-Aktivitat wurde zudem das Schwimmverhalten in den Larven
des Zebrabarblings nach Exposition der unbehandelten Abwasserprobe sowie den beiden
Fraktionen ermittelt im Light-Dark-Transition (LDL)-Test ermittelt. Dabei zeigt eine

Veranderung des Schwimmverhaltens eine potenzielle Neurotoxizitat an.

Im Rahmen der durchgefiihrten Versuche konnte eine signifikante Anderung des
Schwimmverhaltens der Zebrabarblingslarven nach Exposition aller Proben beobachtet
werden. Nach Exposition der Larven gegeniber der unbehandelten Abwasserprobe
(Raw_WW_2) zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikant geringere mittlere
geschwommene Distanz Uber alle Probenkonzentrationen hinweg. Nach einer Expositionszeit
von 120 Stunden konnte eine signifikante Reduktion der Schwimmstrecke in der Lichtphase
bei den beiden niedrigsten Konzentrationen von 15 % und 7,5 % der Proben beobachtet
werden (Abbildung 28).

Nach der Exposition der Embryonen und Larven mit der Probe der NBFraktion (anorganische
Fraktion) konnte eine signifikante Zunahme der mittleren geschwommenen Distanz in den
beiden héchsten Konzentrationen (30 % und 15 %) ermittelt werden. Nach der Exposition der
Embryonen und Larven mit der Probe der NBFraktion (anorganische Fraktion) konnte eine
signifikante Zunahme der mittleren geschwommenen Distanz in den beiden hdchsten

Konzentrationen (30 % und 15 %) ermittelt werden.

Die Ergebnisse nach einer 96-h-Exposition der Larven gegenuber des organischen Extraktes
(BFraktion_WW?2) zeigen, dass die mittlere geschwommene Distanz in der hellen Phase
signifikant geringer war. Im Gegensatz dazu konnten nach 120 hpf signifikante Effekte in der
Lichtphase bei Exposition mit den beiden niedrigsten Konzentrationen von 0,25 und
0,125 REF beobachtet werden.
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Abbildung 28: Mittlere geschwommene Distanz [cm] von Danio rerio-Larven nach 96 hpf und 120 hpf
im Light-Dark-Transition-test. Balkendiagramm der getesteten Konzentrationen (30 %, 15 %, 7,5 %)
mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Licht- und Dunkelphasen sind jeweils mit weilRen und
grauen Hintergrundfarben dargestellt. Die Schwimmdistanz wurde mit der ViewPoint Zebrabox
(Zebralab 5.15) aufgezeichnet und R Studio ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Kruskal-Wallis-Test und Dunns Post-Test (a = 0,05). Signifikante Ergebnisse sind mit einem
Sternchen (*p < 0,05) markiert.

Im Rahmen der durchgeflhrten Tests konnte in allen drei untersuchten Proben eine
Beeintrachtigung des Schwimmverhaltens von Danio rerio-Larven festgestellt werden. Dabei
wies die unbehandelte Abwasserprobe den starksten Effekt hinsichtlich eines veranderten

Schwimmverhaltens auf.

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich zahlreiche Belege dafir, dass Textilfarbstoffe
das Schwimmverhalten beeinflussen kénnen. In einer Studie von Abe et al. (2017) wurde
nachgewiesen, dass der Farbstoff Basic Red 51 die Schwimmstrecke von Zebrafischlarven in
der Dunkelphase verringert. In einer Studie von Tippabathani et al. (2020) wurde eine
signifikante Reduktion der Bewegungsaktivitat bei Zebrafischlarven beobachtet, die dem
Farbstoff Acid Blue 113 ausgesetzt waren. Neben den Farbstoffen konnte zudem fir Pestizide,
wie Imidacloprid, welches in einer Textilabwasserprobe nachgewiesen wurde, einen Einfluss

nachgewiesen werden (Hussain et al. 2020).
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Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass die beobachteten Effekte durch die in den Proben
enthaltenen Schwermetalle erklart werden kénnen. Jin et al. (2015) konnten in ihrer Studie
nachweisen, dass eine Cadmium-Exposition die Bewegungsaktivitat von Zebrafischlarven im
LDT-Test reduziert. In Kontrast dazu konnte Kataba et al. (2020) nachweisen, dass eine
Bleiexposition die Lokomotorik steigert. Aufgrund der limitierten Evidenz zu Schwermetallen
im LDT-Test kann jedoch keine eindeutige Aussage darlber getroffen werden, ob diese einen
signifikanten Einfluss auf das Schwimmverhalten der Larven haben. Da das deutlichste
Potential allerdings in der unbehandelten Abwasserprobe nachweisbar war, kann davon
ausgegangen werden, dass die Veranderung des Schwimmverhaltens durch eine Kombination

von organischen und anorganischen Substanzen bedingt ist.

Untersuchung des dioxindhnlichen Potentials in Danio rerio Embryonen und Larven

Neben der Untersuchung der potenziellen Neurotoxizitat wurde zudem die eine mogliche
dioxinahnliche Aktivitat der drei Proben (unbehandeltes Abwasser und die beiden Fraktionen)
untersucht, da bekannt ist, dass im Abwasser enthaltene Subtanzen dioxindhnlich wirksam

sein konnen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse konnte weder nach 96 hpf noch nach 120 hpf eine signifikante
EROD-AKktivitdt beobachtet werden. Die tendenziell grofite EROD-Aktivitat konnte in der
organischen Fraktion (BFraktion_WW2) nachgewiesen werden. Nach 120 hpf konnte diese
leichte Steigerung allerdings nicht mehr beobachtet werden. Sowohl das unbehandelte
Abwasser als auch die anorganische Fraktion (NBFraktion_WW2) zeigen keine Hinweise auf
ein dioxinahnliches Potential (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Relative EROD-AKktivitdt in Danio rerio-Larven nach 96 hpf und 120 hpf, exponiert
gegeniiber RawWW_N2, NBFraktion_WW?2 und BFraktion_WW2. Die Aktivitdt wurde auf die mittlere -
Enzymaktivitat der Negativkontrolle normalisiert (rote Linie). Die Balken zeigen Mittelwerte *
Standardabweichung an. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunns-
Post-Test (a = 0,05). Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich vorwiegend organische dioxinahnliche
Substanzen im Textilabwasser befinden. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass Azofarbstoffe sowie der Textilfarbstoff Indigo die EROD-AKktivitat induzieren, da
sie in hohem Male an den AHR-Rezeptor binden (Ohno et al., 2012; Stiborova et al., 2014;

Jonsson et al., 2006).

Dioxindhnliche Substanzen wie PCDD/F kénnen in Textilprodukten ebenfalls nachgewiesen
werden (Horstmann und McLachlan, 1995), wobei Dioxine wahrend des
Farbstoffsyntheseprozesses entstehen (Zhou et al., 2019). Perera und Pathiratne (2013)
konnten eine signifikante Induktion der EROD-Aktivitat bei Nil-Tilapia nachweisen, die mit
Textilabwasser in Kontakt kamen. Daher ist nicht auszuschlieRen, dass textile Abwasser eine
dioxinahnliche Wirkung aufweisen kénnen, die von der stark wechselnden Zusammensetzung

des Abwassers abhangt.
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Zusammenfassung und Fazit der Untersuchung der akuten Toxizitat der Textilabwasser

Die Untersuchungen der akuten Toxizitat des ersten textilen Abwassers belegen, dass textile
Abwasser eine akuttoxische Wirkung gegeniiber Algen, Daphnien und Zebrafischembryonen
und Larven aufweisen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die drei untersuchten
Organismen eine unterschiedliche Sensitivitat gegeniber dem textilen Abwasser aufweisen
und auf verschiedene Substanzen sowie Substanzgruppen reagieren, die in Textilabwassern
enthalten sind. So zeigten die Algen eine erhdhte Sensitivitat gegenliber anorganischen
Stoffen, wie Schwermetalle, wahrend die Daphnien und die Zebrafischembryonen und Larven
eher sensitiv auf die organischen Substanzen oder die Mischung aus organischen und

anorganischen Substanzen reagieren.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die akute Toxizitdt des textilen Abwassers
gegentuber den drei Organismen nach der Chlorierung nicht mehr vorhanden war. Dies lasst
den Schluss zu, dass die Chlorierung eine geeignete Methode ist, um die akute Toxizitat
textiler Abwasser zu eliminieren. Eine weiterfihrende Untersuchung mit anderen textilen
Abwassern, die sich in ihrer Zusammensetzung unterscheiden, ware jedoch erforderlich, da
die Effekte mafRgeblich von der jeweiligen Zusammensetzung der Probe abhangen. Zudem
kénnen auch Proben aus derselben Klaranlage signifikante Unterschiede in ihrer
Zusammensetzung aufweisen, was zu deutlichen Unterschieden in der Toxizitat fihren kann.
Ein weiterer Nachteil der Chlorierung besteht in der potenziellen Bildung unerwunschter
Nebenprodukte, sogenannter "Disinfection Byproducts" (DBP), im Zuge des Prozesses. Die
Bildung dieser Stoffe kann mit einer héheren Toxizitat einhergehen als die Ausgangssubstanz
(vgl. Gopal et al. 2007; Hrudey 2009). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Chlorierung
textiler Abwasser eine unterschiedliche Auswirkung auf die Toxizitat hat und dass noch ein

groRer Wissensbedarf bezlglich der Aufbereitung textiler Abwasser besteht.
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6.2.2 Untersuchung der Mechanismus-spezifischen Toxizitat nativer
Textilabwasser

Im Rahmen der Studie wurde neben der Bestimmung der akuten Toxizitat der textilen
Abwasserproben in Stellvertreterorganismen zudem die Untersuchung von Mechanismus-
spezifischen Endpunkten mit einer in vitro-Testbatterie durchgefihrt. Diese Untersuchungen
umfassten verschiedene spezifische Endpunkte, darunter die dioxinahnliche Wirkung sowie
das endokrine Potential. Im Vorfeld dieser Mechanismus-spezifischen Endpunkte wurde die
Zytotoxizitat der Proben bestimmt, um eine Uberlagerung des akuten, zelltoxischen Effekts mit

dem jeweiligen Mechanismus-spezifischen Effekt auszuschliel3en.

Erste Untersuchungskampagne

Im Rahmen der ersten Untersuchungskampagne wurde die dioxindhnliche Wirkung sowie das
endokrine Potential der textilen Abwasserprobe (BFraktion_WWH1) in der H4IIE- bzw. U20S-
Zelllinie analysiert. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde dariber hinaus die
Reinigungseffizienz der Chlorierung (CL_WWH1) hinsichtlich der dioxinahnlichen Wirkung und
des endokrinen Potenzials analysiert. Die Extraktion der beiden Abwasserproben erfolgte mit
organischen Ldsungsmitteln, da eine Testung von Wasserproben in Zellkulturen nur

eingeschrankt moglich ist.

Untersuchung des dioxinahnlichen Potentials

Das unbehandelte textile Abwasser (BFraktion_WW1) und das chlorierte Abwasser
(CL_WWa3) wurden auf ihr dioxinahnliches Potential im yJEROD-Assay untersucht. Es konnte
fur die unbehandelte Abwasserprobe (BFraktion_WW1) in der hdchsten getesteten
Konzentration eine dioxindhnliche Wirkung von 0,3 + 0,1 ng/L TCDD equ. bestimmt werden.
Es ist bekannt, dass textile Abwasser verschiedene dioxinahnliche Stoffgruppen enthalten
kénnen, darunter polychlorierte Dibenzo-p-Dioxine und Dibenzofurane (PCDD/PCDF), die
eine starke dioxinadhnliche Wirksamkeit aufweisen (Horstmann and McLachlan 1995). Auch
Azofarbstoffe, die in Textilien haufig zum Einsatz kommen, weisen eine hohe Affinitdt zum Ah-
Rezeptor auf (Ohno et al. 2012), sodass uber deren Bindung an diesem eine dioxindhnliche
Wirkung hervorgerufen werden kann. Des Weiteren kdnnen wahrend der Synthese von
Textilfarbstoffen dioxinahnliche Stoffe als Nebenprodukte entstehen (Krizanec and Le Majcen
Marechal 2006; Zhou et al. 2019), welche ebenfalls ein dioxinahnliches Potential aufweisen

konnen.

Die Chlorierung des textilen Abwassers (CL_WW1) flhrte zu einer Reduktion der

dioxinahnlichen Wirkung. In lediglich einem der Replikate konnte in der hochsten getesteten
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Konzentration eine dioxinahnliche Wirkung von 0,07 ng/L TCDD (equ) gemessen werden.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Chlorierung eine geeignete Methode zur
Reduktion des dioxindhnlichen Potenzials textiler Abwéasser darstellt. Dieses Ergebnis ist
vergleichbar mit einer vorangegangenen Studie, die ebenfalls zeigen konnte, dass eine
Chlorierung geeignet ist, um das dioxinahnliche Potential von Sedimenten zu reduzieren
(Liang et al. 2022).

Untersuchung des endokrinen Potentials

Im Rahmen der Untersuchung wurde neben der dioxindhnlichen Wirkung auch das endokrine
Potential der Rohabwasserprobe (BFraktion_WW1) sowie des chlorierten Abwassers
(CL_WWH1) analysiert. Aufgrund des geringen Probenvolumens konnte der ER-Calux®

durchgeflihrt werden.

Die unbehandelte Abwasserprobe wies ein 6strogenes Potential von 10,29 + 2,7 ng/L EEQ
auf. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da bekannt ist, dass textile Abwasser haufig
Ostrogenwirksame Chemikalien wie per-/polyfluorierte  Kohlenwasserstoffe, Nonyl-
phenolethoxylate und Azofarbstoffe enthalten, fur die 6strogene Wirkungen bekannt sind (vgl.
Bazin et al. 2012; Fang et al. 2012). In vorangehenden Studien wurde ebenfalls ein dstrogenes
Potential in textilem Abwasser nachgewiesen. In einer Untersuchung von Abwéassern aus zehn
Textilfabriken in China ermittelten He et al. (2020) Werte zwischen 0 ng/L EEQ und
4 ng/L EEQ, wahrend Schiliro et al. (2012) in Abwassern von sechs Textilfabriken in Italien ein
maximales Ostrogenes Potential von 8,5 + 4,3 ng/L EEQ. Allerdings wurden auch in dieser

Studie in einigen Proben keine 6strogene Wirkung nachgewiesen.

Ein Vergleich der im Rahmen des EfectroH20-Projekts untersuchten unbehandelten
Abwasserprobe (BFraktion_\WW1) mit den Ergebnissen der beiden zuvor genannten Studien
zeigt, dass das Abwasser in dieser Untersuchung eine vergleichsweise hohe &strogene
Aktivitat aufweist (10,29 £ 2,7 ng/L EEQ). Bei Betrachtung der Ergebnisse der chemischen
Analyse konnte eine Reihe an Stoffen identifiziert werden, die nachweislich ein éstrogenes
Potential aufweisen. Zu den identifizierten Stoffen gehdren Bisphenol A, Phthalate, Phenole
und Plastikadditive (vgl. Kap. 6.3). Gleichzeitig wird ersichtlich, dass die éstrogene Wirkung in
textilen Abwassern starken Schwankungen unterliegt, selbst wenn diese aus der gleichen

Textilfabrik stammen.

Die Chlorierung des textilen Abwassers (CL_WWH1) fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Ostrogenen Aktivitat. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Chlorierung die 6strogene Wirkung
einzelner Substanzen reduzieren kann. In einer Studie von Lee et al. (2004) konnte

nachgewiesen werden, dass die Chlorierung die 6strogene Wirkung von Substanzen wie
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Bisphenol A, Ethinylestradiol und Nonylphenol reduziert. Die Reduktion war jedoch auch von
der Konzentration des freien Chlors sowie der Einwirkzeit abhangig. Cochran et al.
(2024)konnten jedoch nachweisen, dass der Effekt der Chlorierung auf die 6strogene Wirkung
von der jeweiligen 6strogenwirksamen Substanz abhangig ist. Folglich wurde eine Reduktion
der 6strogene Aktivitat bei 17B-Ostradiol beobachtet, wahrend die 6strogene Aktivitat von
Diclofenac verstarkt wurde. Diese unterschiedlichen Ergebnisse verdeutlichen den dringenden
Forschungsbedarf beziglich der Auswirkung der Chlorierung von Abwasser auf das
vorhandene Ostrogene Potential diverser Substanzen. Allerdings sollte zudem beachtet
werden, dass eine Fokussierung auf den Einfluss der Chlorierung auf die 6strogene Wirkung
einzelner Substanzen wenig zielfihrend ist. Textile Abwasser sind eine Mischung
verschiedener 0&strogenwirkender Substanzen, die sich gegenseitig in ihrer Wirkung

potenzieren kénnen (Gomez et al. 2021).

Zweite Untersuchungskampagne

Die zweite Untersuchungskampagne hatte zum Ziel, Erkenntnisse Uber die Einflussfaktoren
auf die Toxizitadt in textilen Abwassern zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurde das textile
Abwasser mittels SPE in eine saulenbindende Fraktion (Extrakt), die primar organische
(Schad-)Stoffe enthalt, und in eine nicht-sdulenbindende Fraktion (Wasserprobe), die primar
anorganische (Schad-)Stoffe enthalt, aufgetrennt. Um zudem eine umfassende Analyse der
Probe zu ermdglichen, wurde zusatzlich die native Abwasserprobe untersucht. Dadurch kann
die Toxizitat des gesamten Abwassers mit den Fraktionen verglichen und maogliche Treiber
der Toxizitat identifiziert werden. Im Rahmen der Untersuchungen wurde zudem eine Analyse

hinsichtlich der Zytotoxizitat sowie des endokrinen Potenzials der Proben durchgefihrt.

Zytotoxizitat

Im Vorfeld der Untersuchung der Mechanismus-spezifischen Toxizitat hinsichtlich eines
potenziellen endokrinen Effekts wurden die Proben (Raw_WW2, NBFraktion.WW2 und
BFraktion_WW?2) auf eine potenzielle Zytotoxizitdt im Neutralrot-Retentionstest in der
verwendeten U20S-Zelllinie analysiert. Diese Vorgehensweise diente dazu, eine

Uberlagerung des akuten Effekts durch den Mechanismus-spezifischen Effekt zu vermeiden.

In samtlichen Proben konnte eine zytotoxische Wirkung beobachtet werden (Abbildung 30).
Die hochste Zytotoxizitat wurde fir das unbehandelte Abwasser (Raw_WW?2) beobachtet. Ab
einer Konzentration von 16,5 % Abwasser war lediglich eine Zellviabilitdt von 40 % feststellbar.
In der Wasserphase (NBFraktion_WW?2) wurde ebenfalls ab einer Konzentration von 16,5 %

Abwasser eine zytotoxische Wirkung festgestellt, die mit einer Zellviabilitdt von ca. 70 % eine
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geringere Toxizitat aufwies als die unbehandelte Abwasserprobe. Demgegenlber konnte nach
einer Exposition der Zellen mit dem organischen Extrakt (BFraktion_WW?2) keine signifikante

Zytotoxizitat nachgewiesen werden.
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Abbildung 30:Relative Zellviabilitat (Uberleben) der U20S Zellen im Neutralrot-Retentionstest. Untersucht wurden
die Proben Raw_WW?2, NBFraktion_WW?2 und BFraktion_WW2. Die Konzentration ist angegeben als % der
Abwasserprobe oder als REF, wobei REF = 1 100 % der Ausgangsprobe beschreibt.

Die hochste Zytotoxizitdt wurde in der unbehandelten Abwasser-Probe (Raw_WW?2)
beobachtet, wobei die nicht-toxische Konzentration bei 8,25 % lag. Es ist daher anzunehmen,
dass die Mischung aus organischen und anorganischen Schadstoffen in textilen Abwassern
fur die beobachtete Zytotoxizitdt verantwortlich ist. Nach Belastung der Zellen mit der
anorganischen Fraktion konnte jedoch ein hdheres zytotoxisches Potential festgestellt werden
als nach Exposition mit der organischen Fraktion. Dies lasst den Schluss zu, dass die
anorganischen Stoffe im textilen Abwasser einen hdheren Beitrag zur Zytotoxizitat der
unbehandelten Probe haben als die organischen Substanzen. Daher sollte hinterfragt werden,
ob eine Untersuchung von Textilabwassern lediglich basierend auf einem organischen Extrakt
ausreichend ist, da dadurch die Effekte der anorganischen Fraktion nicht berucksichtigt
werden. Dies konnte zu einer Unterschatzung des Okotoxikologischen Potenzials von
Abwasserproben flhren. Die anorganische Fraktion enthalt unter anderem Salze und

Schwermetalle, die als moégliche Ursache fir die beobachteten Effekte in Betracht gezogen

werden konnten.

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Salzmischung (NaCl, Na>SO4, MgCla,
CaClz, NaHCO:3) bei Konzentrationen von mehr als 5,635 g/L Zytotoxizitat gegentber Zellen
aufweist (siehe Kapitel 6.1 Allerdings wurde in den Vorversuchen eine andere Zelllinie (V79)

verwendet, sodass die Ergebnisse nicht direkt miteinander vergleichbar sind. In Anbetracht
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der im Farbeprozess eingesetzten Salzkonzentrationen von bis zu 100 g/L (vgl. Varadarajan
und Venkatachalam 2016) ist davon auszugehen, dass im finalen textilen Abwasser
Salzkonzentrationen vorliegen, die héher als 5,635 g/L sind und dementsprechend zytotoxisch
gegenuber U20S-Zellen sind. Des Weiteren besteht die Méglichkeit, dass Schwermetalle fir
die beobachtete Zytotoxizitat verantwortlich sind. In der Studie von Tan et al. (2008) konnte
nachgewiesen werden, dass verschiedene Schwermetalle (Cd, Cr, Zn, Cu) zytotoxische
Effekte in sechs verschiedenen Fisch-Zelllinien verursachen. In den im Rahmen des
EfectroH20-Projekts analysierten Proben wurden ebenfalls teils hohe Salzkonzentrationen
nachgewiesen (siehe dazu auch Kapitel 6.3). Daher kann an dieser Stelle nicht
ausgeschlossen werden, dass die Schwermetalle zumindest teilweise zu dem ermittelten
Effekt beitragen.

Allerdings konnte in den Voruntersuchungen gezeigt werden, dass ebenfalls textile Farbstoffe,
die zu den organischen Verbindungen zahlen, ein zytotoxisches Potential aufweisen kdnnen.
So konnte als hdchste nicht-toxische Konzentration der Farbstoffmischung bestehend aus funf
reaktiven Farbstoffen (Red GDN, Navy GDG, Yellow GD3R, Black GDNN, Red ME3B)
0.146 g/L ermittelt werden (siehe Kapitel 6.1). Ein zytotoxisches Potential, das von textilen
Farbstoffen ausgeht, konnte ebenfalls in der Studie von Klemola et al. (2007) nach Exposition
einer menschlichen Zelllinie beobachtet werden. Die zytotoxische Konzentration gegenuber
der menschlichen HaCAT-Zelllinie von drei reaktiven Textilfarbstoffen lag zwischen 0,028 g/L
und 0,112 g/L. Da textile Farbstoffe eine Hauptkomponente textiler Abwasser sind, ist davon
auszugehen, dass sie ebenfalls in den Proben des unbehandelten Abwassers und der
organischen Fraktion vorliegen und einen Beitrag zur beobachteten zytotoxischen Wirkung
haben kdénnen. Das unbehandelte Abwasser (Raw_WW?2), welches sowohl organische als
auch organische Schadstoffe beinhaltet, wies die hdchste Zytotoxizitat auf. Dies ist in Einklang
mit den Ergebnissen der Vorversuche (siehe Kapitel 6.1), was darauf hindeutet, dass die
Mischung aus organischen und anorganischen Schadstoffen flir die beobachtete Toxizitat

verantwortlich ist.

Untersuchung des endokrinen Potentials

Die Untersuchung der drei Abwasserproben (Raw_WW2, BFraktion . WW2 und
NBFraktion_WW2) wurden im Anschluss auf ihr endokrines potential untersucht. Hierfir
wurden die Proben sehr umfassend auf ihr 6strogenes (ER-), anti-6strogenes (Anti-ER-),
androgenes (AR-) und anti-androgenes (Anti-AR-) Potential mittels der Calux®-Testbatterie

untersucht.
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Es konnte lediglich ein antiandrogenes potential in der unbehandelten Abwasserprobe
(Raw_WW2) und in dem organischen Extrakt (BFraktion_WW?2) gemessen werden (Tabelle
17).

Tabelle 17: Ergebnisse des ER-, Anti-ER, AR- und Anti-AR Calux® mit der U20S-Zelllinie. Gezeigt sind
die minimalen und maximalen Werte der drei biologischen Replikate, Orange hinterlegte Proben zeigen
ein endokrines Potential im jeweiligen Test. Bei griin hinterlegten Proben lag der Wert unterhalb der
Nachweis- (LOD) oder Bestimmungsgrenze (LOQ).

C;aSI::)(,R) Sample min max.
ER Raw_WW2 <LOQ
ER Bfraktion_WW2 <LOQ
ER NBFraction WW2 <LOD
Anti-ER | Raw_WW2 <LOD
Anti-ER | Bfraktion_WW2 <LOD
Anti-ER | NBFraction WW2 <LOD
AR Raw_WW2 <LOD
AR Bfraktion_WW2 <LOD
AR NBFraction WW2 <LOD
Anti-AR | Raw_WW?2 <LOQ 3.800 x 10% ng FEQ/L
Anti-AR | Bfraktion_WW2 130 x 10°ng FEQ/L | 16.990 x 10® ng FEQ/L
Anti-AR | NBFraction_WW2 <LOQ

Dieses Ergebnis war so nicht zu erwarten, da bekannt ist, dass textile Abwasser vor allem
endokrin wirksame Substanzen wie Polyfluorierte Kohlenstoffverbindungen (PFCs),
Nonylphenol-Ethoxylate, und Textilfarbstoffe enthalten (Bazin et al. 2012; Kjeldsen and
Bonefeld-Jergensen 2013; He et al. 2020). Fur diese Substanzen sind insbesondere
dstrogene und anti-6strogene Wirkungen bekannt (Bazin et al. 2012; Fang et al. 2012). Jedoch
konnte lediglich ein antiandrogenes Potenzial nach Exposition mit dem unbehandelten
Abwasser (Raw_WW2) sowie dem organischen Extrakt (BFraktion_WW?2) festgestellt werden.
Die ermittelten Werte lagen mit einer Flutamid-Aquivalenzkonzentration von 3.800 x 10 ng/L
bzw. 16.990 x 10® ng/L deutlich Uber den bisher in der Literatur fur textile Abwasser
beschriebenen Werten. In einer Studie von Fang et al. (Fang et al. 2012) konnte ein anti-
androgener Effekt in Extrakten textiler Abwasserproben aus Textilfabriken in China mit
Konzentrationen von 484 + 123 x 10° ng FEQ/L bis 1920 + 364 x 10 ng FEQ/L nachgewiesen
werden. Allerdings ist die Anzahl der Studien, die das antiandrogene Potential von
Textilabwassern untersuchen, derzeit noch relativ begrenzt, sodass weiterer
Forschungsbedarf besteht. Es ist jedoch bekannt, dass textile Abwasser eine Vielzahl
unterschiedlicher Substanzen enthalten, die ein anti-androgenes Potential aufweisen kdnnen.
Dazu zahlen beispielsweise perfluorierte Kohlenwasserstoffe. Des Weiteren wird dem

Farbeprozess Oberflachenwasser aus dem Fluss Noyyal zugefiihrt, um die Menge an Wasser
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auf einem ausreichenden hochzuhalten. Dies kann zur Folge haben, dass weitere Substanzen
aus dem Oberflachenwasser in die Klaranlage gelangen. Eine dieser Substanzen koénnte
Hexa(methoxymethyl)melamin (HMMM) sein, welches als Indikatorsubstanz fur Reifenabrieb
und folglich fur StraBenabwasser identifiziert wurde. Im Rahmen der durchgefihrten
chemischen Analyse konnte HMMM in den untersuchten Proben nachgewiesen werden.
Inhaltsstoffe aus StraRenabwassern sind dafuir bekannt, dass sie ein antiandrogenes Potenzial
aufweisen (vgl. Eriksson et al. 2022). Zudem ist bekannt, dass sich die Wirkung von
endokrinen Substanzen potenzieren kann, wenn mehrere Substanzen in einer Probe

vorhanden sind (Kunz et al. 2017).

6.2.3 Bewertung der Reinigungseffizienz der Behandlungsstrategien
Chlorierung und E-Peroxon

Im Rahmen der dritten Untersuchungskampagne lag der Fokus auf der Uberpriifung der

Reinigungseffizienz zweier Abwassertechnologien:

e der Chlorierung (CL_WWa3), welche die gangige Aufbereitungstechnologie textiler
Abwasser in Indien darstellt.
e der E-Peroxon-Behandlung im Labormalstab (EP_WWS3).

Die E-Peroxon Aufbereitungstechnologie befindet sich aktuell noch in der (Weiter-)
Entwicklung. Bei dieser Behandlung soll es sich um eine effektive, kostengunstige und
umweltschonende Alternative zur Chlorierung handeln. Um die Reinigungseffizienz beider
Methoden beurteilen zu konnen wurde zudem das rohe textile Abwasser unbehandelt
untersucht (Probe BFraktion_WW3). Aufgrund eines sehr begrenzten Probenvolums wurde
der Fokus auf die Untersuchung von Endpunkten mit hoher Sensitivitat gelegt, darunter
Zytotoxizitat, endokrine Effekte und dioxindhnliche Wirksamkeit. Zusatzlich wurde die akute

Toxizitat im Daphnien-Immobilisationstest untersucht.

Daphnien-Immobilisationstest

Zur Uberpriifung einer moglichen akuten Toxizitdt wurden die drei Proben (ungereinigtes
Abwasser sowie chloriertes und E-Peroxon behandeltes Abwasser) im Daphnien-
Immobilisationstest mit Daphnia magna untersucht. In allen drei Proben konnte auch bei der
hoéchsten getesteten Konzentration (REF = 2) mit einer maximalen Immobilisation von 10 %

keine Toxizitat beobachtet werden (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Maximale Immobilisation von Daphnia magna nach Exposition mit den drei Proben der
vierten Untersuchungskampagne

Probe Maximale Maximaler Effekt
Konzentration [REF] [%]

BFraktion WW3 2 5

CL_ WW3 2 10

EP_WW3 2 5

Dieses Ergebnis ist damit nicht mit den Untersuchungen der anderen Abwasserproben
vergleichbar, in welchen ECso-Konzentrationen von REF = 0,59 (BFraktion_WW1) und REF =
0,003 (BFraktion_WW?2) bestimmt werden konnten. Dies verdeutlicht die Variabilitat textiler
Abwasser hinsichtlich ihrer Toxizitat auf Primarkonsumenten wie Daphnia magna, welche wie
weiter oben ausgefihrt, auch in anderen Studien beobachtet werden konnte und auf die stark
wechselnde Zusammensetzung textiler Abwasser zurtckzufuhren ist. Aufgrund der nur sehr
geringen Effekte des rohen Abwassers sowie der beiden aufgereinigten Abwasser (CL_WW3
und EP_WWa3) kann keine valide Aussage darlber getroffen werden, ob die Chlorierung und
die Behandlung mit E-Peroxon die potenzielle Toxizitadt textiler Abwasser gegenlber
Primarkonsumenten verringert oder nicht. Die Untersuchungen des Abwassers 1 haben
jedoch ergeben, dass die Chlorierung textiler Abwasser das Potenzial besitzt, die Toxizitat zu
reduzieren oder ganzlich zu eliminieren (vgl. Kapitel 6.2.1). Im Rahmen dieser Untersuchung
konnte festgestellt werden, dass die Toxizitdt des unbehandelten Abwassers
(BFraktion_WW1) mit einer ECs,-Konzentration von REF = 0,59 durch die Chlorierung

vollstandig entfernt wurde.

Dennoch Iasst sich aus der Literatur entnehmen, dass die Chlorierung textiler Abwasser eine
Erhéhung der Toxizitat gegenuber Organismen im Allgemeinen, aber auch speziell gegenuber
Vertretern der Gattung Daphnia, zur Folge haben kann (vgl. Da Costa et al. 2014;). Durch die
Chlorierung kann es zur unerwiinschten Bildung sogenannter ,Disinfection Byproducts“ (DBP).
Zu DPB gehdéren mehr als 600 bekannte Stoffe mit toxischen Wirkungen. Zu den gréften
Gruppen der DPB zahlen die Trihalogen-Methane zu denen unter anderem Chloroform gehért,
sowie die Halogenessigsauren. Diese Stoffe kdnnen nach ihrer Bildung eine héhere Toxizitat
aufweisen aus die Ausgangssubstanz (Gopal et al. 2007; Hrudey 2009). Dies zeigt, dass die
Chlorierung textiler Abwasser eine unterschiedliche Auswirkung auf die Toxizitat hat und dass

noch ein grof3er Wissensbedarf beziglich der Aufbereitung textiler Abwasser besteht.

Zytotoxizitat

Im Vorfeld der mechanismusspezifischen Toxizitat hinsichtlich eines potenziellen endokrinen
oder dioxinahnlichen Effekts wurden die Proben (BFraktion_WW3, Probe CL_WWS3 und

EP_WWa3) auf eine potenzielle Zytotoxizitat im Neutralrot-Retentionstest in den verwendeten
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U20S- und H4lIE-Zelllinien untersucht. Dies erfolgte, um zu vermeiden, dass ein akuter Effekt
den mechanismusspezifischen Effekt Uberlagert. Dabei gelten alle Proben als nicht-
zytotoxisch, wenn die Zellen in drei biologischen Replikaten eine Viabilitat von mindestens

80 % anzeigen.

Far die U20S-Zelllinie konnte lediglich fir das ungereinigte Abwasser (BFraktion_WW3) eine
Zytotoxizitat beobachtet werden. Die hochste Konzentration, die eine Viabilitat unterhalb von
80 % zeigte, lag bei REF =0,25 (25 % Abwasser). Fur die zwei aufgereinigten Proben
(CL_WWS3 und EP_WW3) konnte auch in der hdchsten getesteten Konzentration (REF = 2)
keine Zytotoxizitat beobachtet werden (Abbildung 31).

BFraktion_WW3 CL_WW3 EP_WW3
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Abbildung 31: Relative Zellviabilitat (Uberleben) der U20S Zellen im Neutralrot-Retentionstest.
Untersucht wurden die Proben BFraktion_ WW3, CL_WW3 und EP_WWa3. Die Konzentration ist
angegeben als REF wobei REF = 1 100 % der Ausgangsprobe beschreibt.

Im Gegensatz dazu konnte fir die H4lIE-Zelllinie sowohl bei der unbehandelten Probe
(BFraktion_WWa3) als auch bei der mit Chlor behandelten Probe (CL_WW3) eine Zytotoxizitat
beobachtet werden (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Interessanterweise scheint es zu einer leicht gesteigerten Zytotoxizitat nach der Chlorierung
gekommen zu sein, da hochste nicht-zytotoxische Konzentration des unbehandelten
Abwassers bei REF 1,81 (181 % Abwasser) lag, wahrend die hdchste nicht-toxische
Konzentration der chlorierten Abwasserprobe bei einem REF von 1,41 lag. Dieses Ergebnis
kénnte auf die Bildung von Transformationsprodukten hindeuten, die durch die Behandlung
mit Chlor entstehen und ein hdheres o6kotoxikologisches Potential aufweisen als die
Ausgangssubstanzen. Nach der E-Peroxon-Behandlung konnten keine zytotoxischen Effekte
beobachtet werden. Daher scheint die Behandlung des Textilabwasser in der Lage zu sein,

dass in den H4lIE-Zellen nachgewiesene Potential effizient eliminieren zu kdnnen.
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Abbildung 32:Relative Zellviabilitat (Uberleben) der H4IIE Zellen im Neutralrot-Retentionstest.
Untersucht wurden die Proben BFraktion_ WW3, CL_WW3 und EP_WWa3. Die Konzentration ist
angegeben als REF wobei REF =1 100 % der Ausgangsprobe beschreibt.

Auch in anderen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Zytotoxizitat textiler
Abwasser durch die Aufreinigung reduziert oder vollstéandig entfernt werden kann. In Studien
mit Zellen von Allium cepa (Kichenzwiebel) und RAW264.7-Zellen nachgewiesen werden,
dass das zytotoxische Potential textiler Abwasser durch das Behandeln mit fortgeschrittenen
Oxidationsprozessen (Advanced Oxidation Processes; AOP) oder Koagulations-
Flockungstechniken erheblich reduziert wird (Makene et al. 2016). Die Behandlung mit Chlor
hingegen fuhrt in den hier vorliegenden Ergebnissen zu heterogenen Erkenntnissen.
Einerseits konnte die Zytotoxizitat des textilen Abwassers nach Chlor-Behandlung gegentiber
der U20S-Zelllinie vollstéandig eliminiert werden, wahrend sie gegenlber den H4IIE-Zellen
leicht erhdht wurde. Eine mdgliche Erklarung hierfir sind die sogenannten ,Disinfection
Byproducts® (DBP), welche bei der Chlorierung von Abwassern als unerwinschte
Nebenprodukte entstehen kénnen. Zu DPB gehdéren mehr als 600 bekannte Stoffe mit
toxischen Wirkungen. Zu den grof3ten Gruppen der DPB zahlen die Trihalogen-Methane zu
denen unter anderem Chloroform gehort, sowie die Halogenessigsauren. Diese Stoffe kbnnen
nach ihrer Bildung eine héhere Toxizitat aufweisen aus die Ausgangssubstanz (Gopal et al.
2007; Hrudey 2009).

Die Ergebnisse der Zytotoxizitatsuntersuchungen zeigen, dass eine einzige isolierte Zelllinie
nicht ausreicht, um die Zytotoxizitat textiler Abwasser adaquat zu untersuchen, da die
Sensitivitat der verschiedenen Textilabwasserinhaltsstoffe erheblich variieren kann. So sind
H4lIE-Zellen in der Lage Stoffe zu metabolisieren, wahrend die U20S-Zellen diese
metabolische Kapazitat nicht aufweisen. Daher ist es mdglich, dass du die H4IIE-Zellen durch

eine mdgliche Biotransformation Stoffe so umsetzen, dass sie eine hdhere Zytotoxizitat
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aufweisen. Dieser Aspekt muss bei der Konzeption der Untersuchung textiler Abwasser

berlcksichtigt werden.

Untersuchung des endokrinen Potentials

Auf Basis der bisherigen Erkenntnisse der vorangegangenen Untersuchungen wurde im
Rahmen dieser Untersuchungskampagne das Ostrogene und anti-androgene Potential der
unbehandelten und behandelten Abwasserproben analysiert. Diese Priorisierung war

erforderlich, da fur die weiteren Tests nicht ausreichend Extraktvolumen zur Verfligung stand.

Im Rahmen der Untersuchung mittels ER-Calux® konnten kein 6strogenen Potentiale
nachgewiesen werden, da die gemessenen Werte fur alle drei Proben unterhalb der Nachweis-
bzw. Bestimmungsgrenze lagen (Tabelle 19). Dieses Resultat war jedoch Uiberraschend, da die
initialen Untersuchungen ein signifikantes Ostrogenes Potential mit einem EEQ-Wert von
10 ng/L aufgezeigt hatten (vgl. 6.2.1). Zudem ist in der Fachliteratur beschrieben, dass textile
Abwasser 0Ostrogenwirksame Chemikalien wie per-/polyfluorierte Kohlenwasserstoffe,
Nonylphenol-Ethoxylate und insbesondere Azofarbstoffe enthalten, fir die unter anderem eine
Ostrogene Wirkung berichtet wurde (Bazin et al. 2012; Fang et al. 2012; Kjeldsen and
Bonefeld-Jgrgensen 2013; He et al. 2020).

Eine Betrachtung der gesamten im Rahmen des EfectroH2-Projekts untersuchten
Abwasserproben zeigt, dass die Ergebnisse hinsichtlich des 6strogenen Potenzials
signifikante Unterschiede aufweisen. Auf der einen Seite konnten in zwei Proben keine
Ostrogenen Potentiale nachgewiesen werden, wahrend in der dritten Probe ein hohes
Ostrogenes Potential von 10 ng/L nachgewiesen wurde. Dies verdeutlicht erneut, dass die
gemessene Ostrogene Wirkung in erheblichem MafRe von der Zusammensetzung des
Textilabwassers abhangt, welche sich von Tag zu Tag deutlich unterscheiden kann. Daher ist
es nicht ausreichend, lediglich ein Abwasser zu untersuchen, um die Ergebnisse auf die

Gesamtheit der Abwasserproben zu Ubertragen.
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Tabelle 19: Ergebnisse des ER- und Anti-AR Calux® mit der U20S-Zelllinie. Gezeigt sind die minimalen
und maximalen Werte der drei biologischen Replikate, sowie der Durchschnitt mit Standardabweichung.
Orange hinterlegte Proben zeigen ein endokrines Potential im jeweiligen Test. Bei grin hinterlegten
Proben lag der Wert unterhalb der Nachweis- (LOD) oder Bestimmungsgrenze (LOQ).

CALUX® Test Probe min max. AV = SD
ER BFraktion_WW3 <LOD
ER CL_WWs3 <LOD
ER EP_WW3 <LOQ
958.1 x 10%ng 794.55 + 144.46 x
Anti-AR BFraktion_WW3 684.4 x 10%ng FEQ/L FEQ/L 10%ng FEQ/L
318.54 x 103 ng 235.68 + 82.36 x 103
Anti-AR CL_Ww3 146.6 x 10 ng FEQ/L FEQ/L ng FEQ/L
Anti-AR EP_WW3 <LOQ

Die Untersuchung des anti-androgenen Potentials des unbehandelten Abwassers
(BFraktion_WW3) sowie des chlorierten Abwassers (CL_WWS3) ergab, fir beide Proben ein
anti-androgenes Potential mit  einer  Flutamid-Aquivalenzkonzentrationen  von
794,55 + 144,46 ng/L bzw. 235,68 + 82,36 ng/L nachgewiesen werden konnte. In Abwassern
von Textilfabriken in China konnten vergleichbare Konzentrationen nachgewiesen werden. So
wurde in einer Studie von Fang et al. (2012) ein anti-androgener Effekt in Extrakten textiler
Abwasserproben nachgewiesen, wobei die Konzentrationen zwischen
484 + 123 x10* ng FEQ/L und 1920 + 364 x 10® ng FEQ/L lagen. Damit lagen die

Konzentrationen im &hnlichen Bereich wie in den hier untersuchten Proben.

Textile Abwasser sind gekennzeichnet durch eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen, die
ein anti-androgenes Potential aufweisen kénnen. Dazu zahlen beispielsweise perfluorierte
Kohlenwasserstoffe. In der Studie von Kjeldsen und Bonefeld-Jergensen (2013) konnte fur
funf von sieben untersuchten perfluorierten Kohlenwasserstoffen (PFC) ein anti-androgener

Effekt nachgewiesen werden.

Trotz des vorhandenen anti-androgenen Potentials des chlorierten Abwassers (CL_WW3) ist
zu erkennen, dass eine Chlorierung des Abwassers zu einer Reduktion des anti-androgenen
Potenzials um nahezu 60 % flUhrt. Ein vergleichbares Ergebnis wurde ebenfalls in den
Untersuchungen von Noutsopoulos et al. (2013) nachgewiesen. Hier ergaben die
Untersuchungen, dass durch eine Chlorierung textiler Abwasser eine Eliminierung von 60 bis
84 % der endokrin wirksamen Substanzen, darunter Nonylphenol, Bisphenol A und Triclosan,

erreicht werden kann.
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Im Anschluss an die Chlorierung des im Rahmen des hier untersuchten Abwassers erfolgt in
der Kunnankalpalayam CETP jedoch noch eine Behandlung mit einer sechsstufigen
Umkehrosmose. Die Behandlung von Abwasser mittels einer sechsstufigen Umkehrosmose
gilt als sehr effizient, sodass es vermutlich zu einer weiteren Reduktion des noch vorhandenen
Potentials kommt. Zudem kann sie zur weiteren Entfernung von organischen Schadstoffen
sowie der Ruckgewinnung der Salze aus dem Abwasser beitragen. Eine Untersuchung des
Abwassers nach der Umkehrosmose ware daher sinnvoll, um die mogliche weitere Elimination

der endokrinen Stoffe zu untersuchen und die Effizienz der Behandlung zu evaluieren.

Die Behandlung des Textilabwassers mit E-Peroxon (EP_WWa3) fiihrt ebenfalls zu einer
signifikanten Reduzierung des antiandrogenen Potenzials. Folglich konnte nach der
Behandlung mit E-Peroxon das gesamte antiandrogene Potenzial des textilen Abwassers
entfernt werden. Ein Vergleich der Ergebnisse mit jenen anderen oxidativen Verfahren, wie
beispielsweise der Ozonbehandlung, zeigt, dass eine Elimination des anti-androgenen
Potenzials durch eine Ozonbehandlung bei der Behandlung von kommunalem Abwasser nicht
vollstandig erfolgt (Wolf et al. 2022). Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die
Behandlung von textilen Abwassern mit E- Peroxon eine vielversprechende Methode zur
Eliminierung des antiandrogenen Potenzials darstellt. Dennoch sind weitere
Forschungsarbeiten erforderlich. So ware es sinnvoll, weitere endokrine Endpunkte (anti-
Ostrogen und androgen) zu untersuchen, die im Rahmen dieser Untersuchung auf Grund des
Probenvolumens nicht durchgefuhrt werden konnten. Zudem ware es sinnvoll weitere
Textilabwasserproben zu untersuchen, um die Reinigungsleistung der Chlorierung und der E-
Peroxon-Behandlung bei variierender Zusammensetzung des textilen Abwassers zu

untersuchen.

Untersuchung des dioxinahnlichen Potentials

Neben der Untersuchung des endokrinen Potentials wurden die behandelten und
unbehandelten Proben auch auf ihr dioxindhnliches Potential im pEROD-Assay getestet.
Keine der drei untersuchten Proben (BFraktion_ WW3, CL_WW3, und EP_WWa3) zeigte eine
dioxinahnliche Wirkung. Diese Ergebnisse waren unerwartet, da friihere Studien, wie die von
Perera und Pathiratne (2013b), nach einer Exposition von Nilbuntbarschen (Oreochromis
niloticus) mit 50 % und 100 % textilen Abwassern aus einer Textilfabrik in Sri Lanka eine
erhohte EROD-AKktivitat nachwiesen.

Es ist bekannt, dass textile Abwasser verschiedene dioxinahnliche Stoffgruppen enthalten
kénnen, darunter Polychlorierte Dibenzo-p-Dioxine und Dibenzofurane (PCDD/PCDF), die
eine starke dioxinadhnliche Wirksamkeit aufweisen (Horstmann and McLachlan 1995). Auch

Azofarbstoffe, die haufig in Textilien verwendet werden, besitzen eine hohe Affinitat zum Ah-
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Rezeptor (Ohno et al. 2012). Daruber hinaus koénnen wahrend der Synthese von
Textilfarbstoffen dioxinahnliche Stoffe als Nebenprodukte entstehen (Krizanec and Le Majcen
Marechal 2006; Zhou et al. 2019). Krizanec and Le Majcen Marechal (2006) weisen jedoch
darauf hin, dass die Konzentration dieser dioxinahnlichen Stoffe stark von den verwendeten
Materialien und Chemikalien abhangt. Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung fir das Fehlen
einer dioxinahnlichen Wirksamkeit in der vierten Abwasserprobe darstellen und verdeutlicht
die Notwendigkeit die Untersuchungen zu vertiefen, um die stark variierende

Zusammensetzung des Abwassers genauer zu untersuchen.

Zusammenfassung und Fazit der Untersuchung der mechanismusspezifischen

Toxizitat der Textilabwasser

Die Untersuchungen der mechanismusspezifischen Toxizitat textiler Abwasser belegen, dass
textile Abwasser eine zytotoxische und endokrine Wirkung aufweisen. Wie bereits flr die akute
Toxizitat dargelegt, wurden unterschiedliche Sensitivitdten der Zellen gegentiber dem textilen
Abwasser und den enthaltenen Substanzen bzw. Substanzgruppen beobachtet. Somit konnte
einerseits eine Zytotoxizitat gegenlber anorganischen Stoffen, wie Schwermetalle,
nachgewiesen werden, wahrend das endokrine Potential vorwiegend auf organische
Substanzen zurlckzufiihren ist. Dieses Ergebnis war nicht verwunderlich, da Substanzen an
den dstrogenen oder androgenen Rezeptor binden missen, um ein Effekt auszulésen. Dazu
bendtigen die Substanzen eine spezifische Struktur, die Salze und Schwermetalle nicht
aufweisen. Insbesondere konnte ein sehr hohes antiandrogenes Potential in den Proben
nachgewiesen werden, das in der Literatur bisher noch nicht beschrieben wurde. Es ist
anzunehmen, dass dieses durch eine Aufsummierung unterschiedlichster Substanzen

zustande kommt, die in textilen Abwassern vorkommen.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die mechanismusspezifische Toxizitat des
textilen Abwassers nach der Chlorierung zwar reduziert, aber nicht vollstandig eliminiert
werden konnte. Dies konnte insbesondere fir die anti-androgene Wirkung gezeigt werden. Bei
der Untersuchung der zytotoxischen Effekte konnte sogar eine leichte Steigerung der Toxizitat
nach der Chlorierung beobachtet werden, die durch die durch die Bildung von Nebenprodukten
durch die Chlorierung entstanden sein kénnen und ein hoheres Potential aufweisen als die
Ausgangssubstanz (vgl. Gopal et al. 2007; Hrudey 2009). Dies lasst den Schluss zu, dass die
Chlorierung allein nicht ausreichend ist, um vor allem das endokrine Potential vollstandig zu
eliminieren. Hier ware eine weitere nachgeschaltete Reinigungsstufe notwendig, um die noch
verbleibenden Effekte zu eliminieren. In diesem Zusammenhang wurden die Abwasserproben

zudem nach einer E-Peroxon-Behandlung untersucht. Hier zeigte sich, dass durch dieses
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oxidative Verfahren die mechanismusspezifische Toxizitat vollstandig reduziert werden
konnte. Daher scheint die Behandlung mit E-Peroxon sehr effizient in der Eliminierung der
zytotoxischen und endokrinen Effekte zu sein. Da es sich allerdings um eine sehr neuartige
Methode handelt, sollten die Untersuchungen weiter ausgefiihrt werden und vor allem noch
eine potenzielle Mutagenitat untersucht werden, da bekannt ist, dass durch oxidative Prozesse
Transformationsprodukte entstehen kdnnen, die eine hdheres mutagenes Potential aufweisen

konnen als die Ausgangssubstanz.

6.3 Chemische Analyse der Textilabwasser

Im Rahmen der Untersuchung wurden zusatzlich zu den Biotests auch die Abwasserproben
(unbehandelt und nach der Chlorierung) einer chemischen Analyse unterzogen, welche mittels

LC-HRMS (Liquid Chromatography-High Resolution Mass Spectrometry) durchgefihrt wurde.

Im unbehandelten Abwasser konnten insgesamt 50 Verbindungen nachgewiesen werden,
welche sich in drei Hauptkategorien unterteilen lassen: Arzneimittel (12 Substanzen), Pestizide
(7 Substanzen) und Textilindustrie-Chemikalien (31 Substanzen). Nach der Chlorierung des

Textilabwassers konnten lediglich zwolf Substanzen nachgewiesen werden.

Von den 30 Substanzen, die der Textilproduktion zugeordnet werden konnten, konnten nach
der Chlorierung noch acht nachgewiesen werden, was die relativ gute Eliminationsleistung der
Chlorbehandlung verdeutlicht. Allerdings ist zu bertcksichtigen, dass Chlor nicht alle im
Abwasser nachgewiesenen Stoffe eliminiert (Abbildung 33). Ein Beispiel hierfur ist Bisphenol
S, dessen Eliminierung durch Chlor trotz der bekannten guten Eliminierung von Bisphenol A

nur unzureichend erfolgt (Lee et al. 2004).

Erstaunlicherweise stiegen die Konzentrationen von drei Substanzen nach der Chlorierung:
Citronensauretriethylester, eine Verbindung aus der Gruppe der Melaminharze
(Hexa(methoxymethyl)melamin, HMMM) und ein Phthalat (Dimethyl-5-Sulfoisophthalat). Nach
unserem aktuellen Wissensstand gibt es keine Studien, die eine Bildung dieser Substanzen
als Nebenprodukte der Chlorierung beschreiben. Es ist daher wahrscheinlich, dass die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Abwasserproben durch eine zeitgleiche
Probennahme und die damit verbundene Nichtbericksichtigung der Verweilzeiten in der

Klaranlage verursacht wurden.
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Abbildung 33: Abbaurate in % der nachgewiesen Substanzen, die in der Textilindustrie eingesetzt
werden im Abwasser 1

Von den sieben nachgewiesenen Pestiziden konnten nach der Chlorierung noch vier
Substanzen nachgewiesen werden (Abbildung 34), von denen sogar drei der untersuchten
Pestizide in hdheren Konzentrationen nach der Chlorierung vorlagen. Hier kann allerdings ein
direkter Zusammenhang mit der Chlorierung hergestellt werden. So ist bekannt, dass 2,4-
Dichlorphenol durch die Chlorierung aus Phenol als Nebenprodukt entstehen kann (Poznyak
et al. 2019). Fir die Pestizide lasst sich daher nicht ausschlieRen, dass Nebenprodukte der
Chlorierung die erhéhte Konzentration erklaren. Dementgegen konnten die zwdlf untersuchten
Arzneimittel nach der Chlorbehandlung nicht mehr nachgewiesen werden, was darauf
hindeutet, dass die Chlorierung in diesem Fall in der Lage ist, diese Substanzen vollstandig zu

eliminieren.
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Abbildung 34: Abbaurate in % der nachgewiesenen Pestizide in Abwasser 1

Die Ergebnisse legen insgesamt dar, dass die Behandlung des Abwassers einen signifikanten
Einfluss auf die Detektion von Verbindungen hat und in der Lage ist, zwei Drittel der
identifizierten Substanzen zu eliminieren. Die zwolf verbleibenden Substanzen zeigen jedoch
eine hohere Resistenz gegenlber der Behandlungsmethode, sodass eine zuséatzliche

Nachbehandlung erforderlich ware, um auch diese Stoffe zu eliminieren.

Die Ergebnisse der chemischen Analyse lassen sich sehr gut mit den okotoxikologischen
Untersuchungen vereinbaren. Hier konnte festgestellt werden, dass die Behandlung mit Chlor
zwar in der Lage ist das 6kotoxikologische Potential zu reduzieren, aber nicht immer komplett
zu eliminieren. Die Untersuchung des zytotoxischen Potentials deutet sogar auf eine leichte
Erhéhung des Potentials hin, was durch die Entstehung von Desinfektionsnebenprodukten

zustande kommen kdnnte, wie dies flr die Pestizide gezeigt werden konnte.

An dieser Stelle ware eine chemische Analyse der E-Peroxon-behandelten Proben von
groRem Interesse gewesen. Aufgrund der erst im Frihjahr 2024 erfolgten Entnahme der

Proben aus der Pilotanlage konnte eine chemische Analyse der Stoffe nicht mehr durchgefihrt
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werden. Eine entsprechende Untersuchung ist jedoch fur die anstehenden Publikationen

vorgesehen.

6.3.1 Bewertung der Umweltrelevanz

Die gemessenen Konzentrationen der detektierten Verbindungen in den Proben wurden mit
den entsprechenden PNEC-Werten (Predicted No Effect Concentration) aus der NORMAN-
Datenbank verglichen. Auf der Grundlage dieses Vergleichs konnten vier Substanzen
identifiziert werden, deren Konzentration die PNEC-Werte deutlich Uberschreiten und ein

Risiko flir Gewasserorganismen darstellen (Tabelle 20).

Im unbehandelten Textilabwasser wurden vier Substanzen nachgewiesen, deren
Konzentrationen die PNEC-Werte deutlich Uberschreiten: Domperidon,
Octylmethoxycinnamat, 2-Naphthalinsulfonsdure und 4-Chloranilin. Die Konzentrationen
dieser Stoffe Uberschreiten die PNEC-Werte um das 10- bis 70-fache, wobei Domperidon mit
dem 70-fachen den hochsten Uberschreitungswert aufweist. Bei den Substanzen handelt es
ich ein Arzneimittel (Domperidon), um einen UV-Filter (Octylmethoxycinnamat) und zwei
Substanzen, die im direkten Zusammenhang mit Farbeprozessen gebracht werden: 2-

Naphthalin-Sufonsaure und 4-Chloroanilin.

2-Naphthalinsulfonsaure wird als Zwischenprodukt bei der Herstellung von Direkt- und
Reaktivfarbstoffen sowie Agrochemikalien verwendet und ist in der Textilindustrie weit
verbreitet. Bei Fischen wurde nach Exposition mit 2-Naphthalinsulfonsaure eine signifikante
Erhéhung des oxidativen Stresses und ein genotoxisches Potenzial festgestellt (Mehra und
Chadha 2020).

Bei 4-Chloroanilin handelt es sich um ein Zwischenprodukt bei der Herstellung von u.a.
Pestiziden und Farbstoffen. Aniline werden in einer Vielzahl von Farbeprozessen von Textilien
eingesetzt. Luongo et al. (2016) konnten in dem Zusammenhang Konzentrationen von 1 bis
576 pug/L in Bekleidungsproben nachweisen. In den hier untersuchten Proben konnten
Konzentrationen von 10 ug/L nachgewiesen werden. Der PNEC-Wert (1 ug/L) wird demnach
zehnfach uberschritten. In einer Studie von Rebelo et al. (2023) konnte nachgewiesen werden,
dass Chloraniline bereits nach einer Exposition Effekte auf Bakterien, Algen, Wasserlinsen
und Daphnien zeigen. Die Detektion erfolgte allerdings erst im mg/L-Bereich, wobei in den hier
durchgefiihrten Untersuchungen ein Wert von 10,5 pg/L gemessen wurde. Es sind jedoch nur
wenige Untersuchungen bekannt, die das chronische Potential von Chloranilin untersuchten.

Daher besteht noch weiterer Forschungsbedarf hinsichtlich der chronischen Exposition.
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Interessanterweise konnte Hexa(methoxymethyl)melamin (HMMM) mit einer Konzentration
von 11,9 ng/L ernst nach der Aufbereitung des Textilabwassers mit Chlor nachgewiesen
werden. Wie bereits erwahnt, existieren nach unserem derzeitigen Kenntnisstand keine
Studie, die eine Bildung von HMMM als Nebenprodukt der Chlorierung beschreiben. Somit
lasst sich vermuten, dass das Problem in der zeitgleichen Probennahme und der damit
verbundenen Nichtberlcksichtigung Verweilzeiten innerhalb der Anlage liegt, was zu einer

unterschiedlichen Zusammensetzung der beiden Abwasserproben flhrt.

Tabelle 20: Ubersicht der fiinf Substanzen, die mittels LC-HRMS detektiert wurden und deren Konzentrationen
die PNEC-Werte (laut NORMAN-Datenbank) uberschreiten. Die erste Zeile bezieht sich auf eine Substanz im
behandelten Abwasser, die Zeilen 2-5 auf Substanzen im unbehandelten Abwasser.

Substances C (pg/L) C PNEC X- times over
(ng/L) PNEC
Hexa(methoxymethyl) s Aufgereinigtes (Chlor)
- 11.9 0.02 691.99
melamine (HMMM) Abwasser
Domperidone 0.37 0.01 69.09
Octyl-methoxycinnamate 1.25 0.03 46.05
— unbehandeltes Abwasser
2-Naphthalene sulfonic
- 983.47 34.00 28.93
acid
4-Chloroaniline 10.05 1.00 10.05—

Der PNEC-Wert fiir dieser Substanz wurde mit 0,02 ng/L ermittelt, so dass der PNEC-Wert
hier um das fast 700-fache Uberschritten wurde. HMMM ist eine chemische Verbindung aus
der Gruppe der Melaminharze, welche zur Formulierung von Lacken zum Einsatz kommt.
Derzeit existieren lediglich einige wenige Studien, die sich mit der Prasenz von HMMM in der
Umwelt befassen. Rauert et al. (2020) fuhrten erstmals eine Untersuchung an 40 Flissen,
Bachen und Seen in Australien durch. Die durchgefihrten Untersuchungen fuhrten zu dem
Ergebnis, dass Konzentrationen von 5 bis 46 ng/L in Oberflachengewassern nachgewiesen
werden konnten. HMMM wird als Indikatorsubstanz fir den Eintrag von Reifenabriebpartikeln
aus Regenabflissen betrachtet (Rauert et al., 2020). An dieser Stelle bleibt unklar, woher die
Substanz mit einer Konzentration von 11,9 ng/L im Textilabwasser stammt. Eine mdgliche
Erklarung kénnte sein, dass dem Abwasser Flusswasser zugesetzt wird, um im
Recyclingprozess ausreichend Wasser zur Verfugung zu haben. HMMM kénnte also aus

Oberflachengewassern in die Klaranlage eingetragen worden sein.
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6.3.2 Chemische Analyse der organischen und anorganischen Fraktionen

Um die Komplexitat der Proben zu reduzieren und sich den Treibern der Toxizitat anzunahern,
wurden sowohl die unbehandelte Abwasserprobe als auch die beiden Fraktionen (NBFraktion
und BFraktion) der zweiten Untersuchungskampagne auf 198 organische Substanzen und 16

Schwermetall- (anorganische) Verbindungen hin untersucht.

Die unbehandelte Textilabwasserprobe wies insgesamt 135 organische Verbindungen auf. In
der gebundenen Fraktion, die vorwiegend organische Substanzen enthalt (BFraktion), konnten
138 Verbindungen nachgewiesen werden, wahrend in der ungebundenen, wassrigen Fraktion,
die hauptsachlich anorganische Substanzen umfasst (NBFraktion), 97 Verbindungen
detektiert werden konnten. Im Rahmen des Vergleichs der detektierten Substanzen zwischen
der unbehandelten und den fraktionierten Proben konnte festgestellt werden, dass von den
138 identifizierten Substanzen der gebundenen organischen Fraktion 92 (68 %) auch in der
unbehandelten Probe nachgewiesen werden konnten. Es konnte zudem festgestellt werden,
dass 76 von 97 Verbindungen (78 %) der NBFraktion ebenfalls in der unbehandelten Probe
nachgewiesen werden konnten. Dieses Resultat war Uberraschend, da man davon ausging,
dass alle organischen Substanzen an dem adsorbierenden Material der Saule haften bleiben,
anschlieftend extrahiert werden und in der wassrigen Fraktion hauptsachlich anorganische

Stoffe vorhanden sind.

Um auch hier eine Identifizierung der umweltrelevanten Substanzen zu erméglichen, erfolgte
ein Abgleich mit den Freshwater PNEC-Werten (Predicted No Effect Concentration) aus der
NORMAN-Datenbank. Insgesamt wurden 48 Verbindungen identifiziert, deren PNEC-Werte
die vorgegebenen Grenzwerte Uberschreiten. Was auf ein erhebliches 6kotoxikologisches
Potential textiler Abwasser hindeutet, wenn dieses nicht oder unzureichend aufgereinigt in die

aquatische Umwelt gelangt

Die beobachteten Unterschiede in der Verteilung der Verbindungen sowie die hohe
Komplexitat des textilen Abwassers unterstreichen den dringenden Bedarf an spezifischen
Analyse- und Probenaufbereitungsverfahren. Diese sollten gezielt auf die besonderen
Anforderungen von textilem Abwasser abgestimmt werden, um dessen komplexe

Zusammensetzung adaquat erfassen und bewerten zu kénnen.
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6.3.3 Ergebnisse Analyse Schwermetalle

Die Analyse der Schwermetalle erfolgte mittels induktiv gekoppeltem Plasma-
Massenspektrometer (ICP-MS), um ein breites Spektrum an Elementen zu detektieren. Im
Rahmen der Untersuchung wurden insgesamt 16 Schwermetalle analysiert, von denen 14
sowohl in der unbehandelten Probe als auch in der ungebundenen Fraktion (NBFraktion)
nachgewiesen werden konnten. Ein Vergleich der Summenkonzentration der drei
untersuchten Proben zeigt, dass in der BFraktion eine um den Faktor 10 niedrigere
Schwermetallkonzentration nachgewiesen werden konnte als in der unbehandelten Probe und
der wassrigen, nicht gebundenen Fraktion (Tabelle 21). Dieses Ergebnis war so zu erwarten,
da in der wassrigen Fraktion die Schwermetalle frei vorliegen, die nicht an das Material einer

HLB-Saule sortieren.

Im unbehandelten Abwasser wurde die héchste Konzentration an Eisen (299 ug/L) gemessen,
gefolgt von Kupfer (169 pg/L) und Zink (115 pg/L). In der wassrigen NBFraktion wies das
Element Barium die hochste Konzentration auf (155 ug/L), gefolgt von Zink (139 ug/L) und
Eisen (128 pg/L). In der BFraktion wies Kupfer mit einer Konzentration von 22 pg/L den

héchsten Wert auf, gefolgt von Zink (16 pg/L) und Aluminium (15 pg/L).

Bei Betrachtung der dkotoxikologischen Untersuchungen legt die Vermutung nahe, dass die
Schwermetalle einen Beitrag zu den beobachteten Effekten leisten. Dies konnte insbesondere
durch die Beobachtung der akuten Toxizitat in Algen, Daphnien, Fischembryonen und Larven
sowie der Zytotoxizitat nach Exposition mit der anorganischen Fraktion festgestellt werden
(vgl. Kapitel 6.2.1). Daher ist die Bewertung eines organischen Extrakts allein nicht
ausreichend, um die umfassende Toxizitat von Textilabwéassern zu untersuchen. Daher ist eine
Bewertung der Schwermetalle in die Bewertung mit einzubeziehen, um das Potential der

Textilabwasser nicht zu unterschatzen.
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Tabelle 21: Schwermetall-Konzentrationen der unbehandelten Abwasserprobe sowie der beiden
Fraktionen. Die NBFraktion = organisches Extrakt; BFraktion = wassrige, nicht gebundene Fraktion

Unbehandelte NBFraktion pg/L BFraktion ug/L
Probe (gelost) ug/L

Aluminium 96 52 15
Titan 3,7 55 0,6
Chrom 21 25 1,6
Mangan 71 59 1,3
Eisen 299 128 14
Kobalt 0,6 0,5 0,2
Nickel 5,6 55 1,7
Kupfer 169 76 22
Zink 115 139 16
Arsen 1 1,5 < Blank
Cadmium 0,2 < Blank < Blank
Zinn < Blank 0,2 < Blank
Silber 66 62 2,5
Barium 38 155 1,5
Blei 1,3 1,2 0,3
Summenkonzentration 887,4 710,4 76,7
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7. Zusammenfassung und Fazit

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde die akute und mechanismusspezifische
Toxizitat von textilen Abwassern untersucht. Dazu wurden zunachst zwei Salze und finf
Farbstoffe als Hauptkomponenten von Textilabwasser untersucht, um Hinweise auf den
Beitrag dieser beiden Stoffgruppen zur Gesamttoxizitat zu erhalten. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigen, dass die untersuchten Farbstoffe eine deutlich héhere Toxizitat
aufweisen als die Salze. Dabei zeigten die Die ECso,-Werte der Farbstoffe eine groflte
Variabilitat in der Effektstarke. Insbesondere konnte fir den roten Farbstoff (Red ME3B) eine
besonders hohe Toxizitat nachgewiesen werden. Die geringste Toxizitat konnte dagegen fur
den gelben Farbstoff ermittelt werden (Yellow GD3R). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Toxizitat innerhalb der Farbstoffgruppe starken Schwankungen unterliegt, was eine

Fokussierung auf einzelne Substanzen als nicht zielflihrend erscheinen Iasst.

Neben den Einzelsalzen und -farbstoffen wurden zudem drei Mischungen erstellt und
analysiert. Hierbei handelte es sich um eine Mischung aus verschiedenen Salzen bzw.
Farbstoffen sowie um ein synthetisches Textilabwasser, das beide Substanzgruppen enthielt.
Die Toxizitatsuntersuchungen an den Modellorganismen Raphidocelis subcapitata, Daphnia
magna und Danio rerio ergaben, dass die Mischung aus Salzen und Farbstoffen im Vergleich
zu den Einzelkomponenten eine Erhohung der Toxizitat bewirkte. Neben der akuten Toxizitat
konnten ebenfalls gentoxische Effekte durch die Mischung nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse verdeutlichen die Relevanz einer kombinierten Betrachtung der verschiedenen
Abwasserkomponenten, da die Toxizitat der Mischungen tendenziell hdher ist als die der

Einzelkomponenten.

Im weiteren Verlauf des Projekts wurden zudem eine organische und eine anorganische
Fraktion erstellt, um hier ebenfalls die potenziellen Treiber der Toxizitdt zu untersuchen. Die
durchgeflihrten Tests mit den Organismen wiesen zudem eine unterschiedliche Sensitivitat
gegenuber den verwendeten Substanzen auf. Die untersuchte Spezies Raphidocelis
Subcapitata reagierte insbesondere auf anorganische Stoffe, wie Schwermetalle, mit einer
hohen Empfindlichkeit. Demgegeniber wies Daphnia magna sowie die Spezies Danio rerio
eine hohere Sensitivitdt gegenlber organischen Substanzen oder den Mischungen beider
Substanzklassen auf. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Toxizitat von textilen Abwassern

stark von der Zusammensetzung und der Art der enthaltenen Substanzen abhangt.

Des Weiteren wurde die mechanismusspezifische Toxizitat der textilen Abwasser untersucht,

wobei sowohl zytotoxische als auch endokrine Wirkungen festgestellt wurden. Es konnte ein
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signifikantes anti-androgenes Potenzial in den Proben nachgewiesen werden, welches in der

wissenschaftlichen Literatur bislang noch nicht umfassend beschrieben wurde.

Die Chlorierung des textilen Abwassers flihrte zu einer vollstandigen Beseitigung der akuten
Toxizitat gegenuber den untersuchten Organismen. Diese effiziente Elimination der Effekte
durch die Chlorierung konnte so fur die mechanismusspezifischen Effekte (Zytotoxizitat und
anti-Androgenitat) nicht beobachtet werden. Zwar fuhrte die Chlorierung zu einer Reduktion
der Effekte, allerdings konnte eine vollstandige Eliminierung nicht erzielt werden. Zudem
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass durch Chlorierung der Textilabwasser
unerwinschte Nebenprodukte (Disinfection Byproducts) erzeugen, die potenziell eine héhere
Toxizitat aufweisen als die Ausgangssubstanz. Diese Aspekte sollten noch naher untersucht
werden. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Behandlung mit E-Peroxon zu einer vollstandigen
Reduktion der zytotoxischen und endokrinen Effekte, was die Methode als vielversprechend
zur Behandlung textiler Abwasser identifiziert. Dennoch handelt es sich bei der E-Peroxon-
Behandlung um eine relativ neue Methode, sodass weitere Untersuchungen erforderlich sind,
insbesondere im Hinblick auf die potenzielle Mutagenitat der durch oxidative Prozesse

entstehenden Transformationsprodukte.

Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass textile Abwasser eine
signifikante akute Toxizitat sowie spezifische, mechanismusspezifische Wirkungen aufweisen,
die in Abhangigkeit von der jeweiligen Zusammensetzung der Abwasser variieren kdénnen.
Insbesondere die in den Abwassern enthaltenen Farbstoffe weisen ein signifikantes
Okotoxikologisches Potenzial auf. Die Chlorierung fuhrt zu einer Reduktion der Toxizitat der
Abwasser, erzeugt jedoch moglicherweise Nebenprodukte. Daher erscheint eine kombinierte
Reinigungsmethode, die sowohl eine Chlorierung als auch nachgeschaltete
Behandlungsverfahren wie die E-Peroxon-Behandlung umfasst, als sinnvoll, um
Textilabwasser umfassend zu reinigen und das Okotoxikologische Potential vollstdndig zu
eliminieren. Weitere Forschungsarbeiten sind jedoch erforderlich, um die neuartigen Verfahren
umfassend zu untersuchen, um auszuschlieBen, dass du die Oxidation
Transformationsprodukte entstehen, die eine hohere Toxizitat aufweisen als die

Ausgangssubstanz.
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Positionen des zahlenmaBigen Nachweises
Der Zahlenmafige Nachweis wurde separat Gbermittelt.
Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Im Rahmen des Projekts "EfectroH20" wurde ein hochaktuelles Thema aufgegriffen. Die
Reinigung von textilem Abwasser ist von essenzieller Bedeutung, da die komplexe
Zusammensetzung sowie die nachgewiesene Toxizitat dies erfordern. Des Weiteren ist vor
dem Hintergrund der aktuellen klimatischen Situation und der zunehmend langer anhaltenden
Dirrezeiten die Wiederverwendung von Wasser von groRer Relevanz, insbesondere in
Regionen mit Wasserknappheit wie Indien, wo ein signifikanter Anteil des Wassers fur die
Landwirtschaft und die Industrie verwendet wird. Das Ziel des EfectroH20-Projekts bestand
folglich darin, textiles Abwasser so weit aufzureinigen, dass es fur industrielle Zwecke
wiederverwendet werden kann. Zu diesem Zweck wurden neue Technologien entwickelt bzw.
bestehende weiterentwickelt, um dem genannten Ziel deutlich ndher zu kommen. Die
Untersuchungen wurden durch chemische und 6kotoxikologische Analysen begleitet, um die
Reinigungsleistung der Technologien zu Uberprifen und die Bildung von
Transformationsprodukten zu Uberprifen, die eine hdhere Toxizitdt aufweisen als die

Ausgangssubstanz.

Ein weiteres wichtiges Ziel des Projekts bestand in der Ubertragung von
Untersuchungsmethoden nach Indien, um die Durchflihrung von Untersuchungen ohne grofte

Hindernisse direkt vor Ort zu ermdglichen.

Das Projekt wurde von insgesamt drei deutschen Partnern durchgefiihrt, welche sich aus zwei
universitaren Einrichtungen und einer GmbH zusammensetzten. Auf indischer Seite waren
zwei universitare Einrichtungen sowie ein industrieller Partner beteiligt. Der Austausch
zwischen den beiden Landern war von grofRer Intensitat und RegelmaRigkeit gepragt. Des
Weiteren wurden in regelmafligen Meetings auch bilaterale Absprachen getroffen und
Testverfahren optimiert und aufeinander abgestimmt. Der intensive Austausch zwischen den
Projektpartnern wurde durch die Durchflihrung einer Winter School noch einmal deutlich

intensiviert.
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Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne des fortgeschriebenen
Verwertungsplanes

Das EfectroH20-Konsortium wurde so zusammengestellt, dass jeweils Vertreter aus
Hochschulen und der Industrie aus den beiden Landern Deutschland und Indien vertreten
waren. Dies ermoglichte eine individuelle Verwertung der Projektergebnisse im
wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Bereich sowie eine deutliche Vertiefung der
Kooperation, insbesondere zwischen den beteiligten Akteuren der beiden Lander. Dabei ist
vor allem der sehr enge wissenschaftliche Austausch zwischen Deutschland und Indien

hervorzuheben.

Die Verwertung der wissenschaftlichen Erkenntnisse erfolgte unter anderem durch die
Einbindung von Masterarbeiten an der Goethe-Universitat in Frankfurt in das

Forschungsprojekt:

¢ Halaunia (2023): “Native and synthetic textile wastewater - acute toxicity and specific
endpoints”

e Goede (2023): “Investigations of the toxic effects of constituents in textile wastewater
from wet processing using effect-based methods.”

e Jennes (2024): “Specific endpoints of textile wastewater at the cellular and organism

level.”

Dartber hinaus wurden die Forschungsergebnisse auf nationalen und internationalen
Konferenzen prasentiert und ein erstes Manuskript veroffentlicht (siehe dazu Abschnitt
Veroffentlichung der Ergebnisse). Die Teilnahme an nationalen und internationalen
Konferenzen ermdglichte eine konstruktive Diskussion der Ergebnisse auf hohem
wissenschaftlichem Niveau. Auch die sehr guten Kontakte im Partnerland Indien konnten, trotz
erschwerter Umstande aufgrund der weltweiten pandemischen Situation CUber einen
betrachtlichen Zeitraum der Projektlaufzeit, erfolgreich intensiviert werden. Insbesondere die
im November 2023 in Indien durchgefihrte Winter School am [ITM im November 2023
(Abbildung 35), ein Projekttreffen des Konsortiums in Indien im Dezember 2023 und ein
Workshop mit Gber 80 Stakeholdern der Wasserwirtschaft und Textilindustrie im Dezember

2023 leistete hierzu einen wesentlichen Beitrag.
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Abbildung 35: Eindriicke der Winter School am IITM im November 2023
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Die gewonnenen Ergebnisse fuhrten zu einer weiteren Starkung des Forschungsschwerpunkts
der GU im Bereich der Bewertung von (Textil-)Abwasser. Die Vertiefung der Erkenntnisse zur
Bewertung von neu- und weiterentwickelten Technologien zur Abwasseraufbereitung starkt
die Kompetenz in der Abteilung fiir Evolutionare Okologie und Umwelttoxikologie. Zudem
ermdglicht sie die direkte Verwertung der Erkenntnisse in weitere Forschungsprojekte auf dem
Gebiet der weitergehenden (textilen) Abwasserreinigung. Die angewandte Biotestbatterie
erlaubt zudem die Entwicklung und den Transfer eines Okotoxikologischen
Bewertungskonzepts fir neu entwickelte Abwasserbehandlungsstrategien nach Indien.
Dadurch kénnen neue Technologien hinsichtlich ihrer Reinigungsleistung umfassend geprift
werden. Die Ergebnisse werden in Fachzeitschriften mit Begutachtung durch Fachkollegen
veroffentlicht. Des Weiteren werden die hier erzielten Ergebnisse in Datenbanken des
internationalen Norman-Netzwerkes sowie hinsichtlich der Abwasserbehandlungsstrategien in
den Fachausschuss "Okotoxikologische Bewertungen" der Wasserchemischen Gesellschaft

(Co-Leitung: Dr. Sabrina Schiwy) integriert.

Veroffentlichungen des Ergebnisses
Publikationen:

Mira Gossen, Dhivakar Govindarajan, Anju Anna John, Sajid Hussain, Maria Padligur,
Christian Linnartz, Mojtaba Mohseni, Lucas Stuwe, Viktoria Urban, Sarah Crawford, Sabrina
Schiwy, Matthias Wessling, Indumathi M. Nambi, Henner Hollert (2023): EfectroH20:
Development and evaluation of a novel treatment technology for high-brine industrial
wastewater. Science of the Total Environment, 883, 163479;
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.163479

Die im Rahmen des Projektes gewonnenen Ergebnisse zur 6kotoxikologischen Bewertung der
Textilabwasser sowie deren Hauptkomponenten wurden im Rahmen von nationalen und
internationalen Tagungen in den folgenden Beitrdgen einem wissenschaftlichen Publikum

prasentiert:

e Vorstellung der Ergebnisse auf der internationalen Konferenz SETAC Europe in
Kopenhagen (Mai 2022) sowie auf der nationalen Konferenz SETAC GLB in Emden
(Sept. 2022)

o Golen et al, 2022, Effect-based Methods as tool to assess the toxicity of textile
wastewater, SETAC Europe, Kopenhagen

e Goede et al., 2022, Investigation of the toxic effects of constituents in textile
wastewater from wet processing using effect-based methods, SETAC Europe,
Kopenhagen

e Goede et al, 2022, Toxische Wirkungen von textilen Abwasserinhaltsstoffen unter
Verwendung wirkungsbasierter Methoden, SETAC GLB, Emden

e Halaunia et al, 2022, Integration von effektbasierten Methoden bei der Entwicklung
von textilen Abwassertechnologien, SETAC GLB, Emden
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Vorstellung der Ergebnisse (durch Beitrdge von Halaunia et al. 2023, Goelen et al.
2023) auf der internationalen Konferenz SETAC Europe in Dublin sowie auf der
internationalen Konferenz fiir Nachwuchswissenschaftler YOUNG Environmental
Scientists Meeting' (YES) in Landau —Prasentation bei der Umwelt 2024 in GielRen
(Halaunia et al. 2004 und Jennes et al. 2004)

Prasentation und Workshop anlasslich einer Konferenz zu 50 Jahren deutsch-
indische Kooperationen in Darmstadt 2024

Vortrag Hollert & Indumathi Nambi anlasslich des IGSTC/BMBF 2+2 Meeting 2023 in
Frankfurt

Auszeichnungen

Posterpreise

Nicole Goede; Setac Glb 2022 Nachwuchspreis; 2. Platz; Titel:

Jan Halaunia; Setac Glb 2022 Nachwuchspreis; 3. Platz; Titel: Integration von
effektbasierten Methoden bei der Entwicklung von textilen Abwassertechnologien
Stella Jennes; 3. Posterpreis 2024; des Fachbereichs Biowissenschaften; Titel:
Endocrine Activity of Raw and Fractionated Textile Wastewater at the Cellular level

Im Rahmen des Projektes wurden eine Vielzahl an Abschlussarbeiten erstellt, die im

Folgendem mit den entsprechenden Betreuern und Titel der Arbeit sowie das Jahr der Abgabe

angegeben sind. Zudem flieken die Daten in eine Doktorarbeit ein, die aktuell erstellt wird.
(siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Ubersicht der im Rahmen des Projektes EfectroH20-Projekts angefertigten Bachelor- und
Masterarbeiten.

Bearbeitende

P direkte Betreuer Anfertigungsjahr Titel
erson
Native and synthetic
Henner Hollert, textile wastewater
Jan Halaunia Sabrina Schiwy, 2023 - acute toxicity and
Mira GolRen specific endpoints
Trinkwasseraufbereitung
Investigation of the toxic
Henner Hollert, effects of constituents in
Nicole Goede Sabrina Schiwy, 2023 textile wastewater from
Mira Golden wet processing using
effect-based methods
Specific Endpoints of
Stella Jennes SHaebnr?nea: ggrl::/;; 2024 Textile Wastewater a.lt
. ’ the Cellular and Organism
Mira Golden Level
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