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Vorwort:

Der Textilindustrie und insbesondere der Textilveredlungsindustrie werden aufgrund des
hohen Verbrauchs von bis zu 120 Liter Wasser pro kg Textilfaser und des Anfalls von
intensiv gefarbtem Abwasser ein hohes Potenzial an Umweltbelastungen zugeschrieben. Im
Jahre 2000 trat deshalb in Deutschland eine neue gesetzliche Regelung fir Abwasser und
Konzentrate der Textilveredlungsindustrie in Kraft. Sie verlangt eine Vorbehandlung mit
mindestens 95%iger Reduktion der Farbigkeit sowohl fur Farbebader als auch fur
Konzentrate von Prozesswasser Recycling Stromen. Gewlinschte biologische
Behandlungskonzepte sind wegen  geringer Prozesskenntnis und instabiler
Entfarbeleistungen insbesondere fur relativ konzentrierte und salzbeladene Produktions- und
Farbeabwasser noch nicht ausreichend etabliert.

Eine Erweiterung der Prozesskenntnis erfordert eine unverfalschte, substanzspezifische
Untersuchung der anaerob-aeroben Entfarbemechanismen insbesondere fir die weltweit am
haufigsten eingesetzten Reaktiven Azo-Farbstoffe C.l. Reactive Black 5, C.l. Reactive
Orange 16 und C.I. Reactive Orange 107 sowie ihre Intermediate und Abbauprodukte. Das
macht die Entwicklung online-fahiger Prozessanalysensysteme zur qualitativen und semi-
quantitativen Multikomponentenanalyse erforderlich. Ein solches System wurde unter Online-
Reaktorkopplung mittels Bypass und mikrofilatrationsbasierter Probensammlung realisiert,
verbunden mit einer quasi-kontinuierlichen lonenpaar-chromatographischen Trennmethode
mit Diodenarray-Detektion und einer ionenchromatographischen Kationen-Suppression zur
parallelen Elektrospray-lonisation mit Triple Quadropol massenspektrometrischer Detektion.

Die Strukturaufklarung autoxidationsempfindlicher Abbauprodukte von Reactive Black 5
sowie von Reaktive Orange 16 und 107 aus dem anaeroben Bioreaktor ermdglichte die
Ableitung verschiedener Entfarbemechanismen von Azo-Farbstoffen und die Erklarung von
Ruckverfarbungseffekten von ortho-Hydroxylaminen. Durch Korrelation der stoffspezifischen
HPLC-DAD und LC-MS/MS-Daten mit Summenparametern konnte eine Abhangigkeit der
Entfarberate von Prozessparametern wie dem Redoxpotenzial nachgewiesen werden. Das
ist die Basis flr ein besseres Verstandnis der biologischen Entfarbeprozesse und ihre
Optimierung.

Mit dem angewendeten biologischen Verfahren konnten unter Einsatz des je 40-Liter
anaerob/aeroben Bio-Membran-Reaktors unter abschlieBender Einbeziehung einer
Ultrafiltration bei Einsatz von bis zu 8,5 g Farbstoffen pro Liter und einer Volumenbeladung
von etwa 3 g Farbstoffen pro Liter und Tag Entfarberaten von 95% Uber mehrere Wochen
und Monate erzielt werden. Dabei erfolgte eine Reduktion des chemischen Sauerstoffbedarfs
um 80%.

Diese Entfarbeleistung konnte durch Prozess Design Verbesserungen erzielt werden, sowohl
fur kinstlich beladene als auch fir reale konzentrierte Abwasserchargen. Das betraf die
Immobilisation der mikrobiologischen Schlammkultur auf Aktivkohle aktivierten Polyurethan-
Schaum-Wirfeln, die Kontrolle des anaeroben Redoxpotenzials durch katalytische
Mediatorgaben an Methanol und die Installation einer finalen Ultrafiltration zur Ruckhaltung
von Rickverfarbungsprodukten bei unvollstandiger anaerober Farbstoffreduktion.
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Abkurzungsverzeichnis

MTAS
3ANDS
4ADP
5AABANS
ABSEESA
ABSESA
AO7
AOPs
APCI
APPI

AQ

BSB;

CA

CE

CE

CEP

CIMS
CcSB
CXP

DAD
DAN
DAS
DB71
DFZ
Di-RB5-H
DMPDA
DOC

DP
DPBA
DPBE
Eo
ECso

El

EP
ES
ESI
ETAD

FADH,
FIA
FMNH;
FS
HPLC
HS

IC

IP
LDso

LLOD

Miniaturisierte Totale Analysensysteme
3-Aminonaphthalin-1,5-disulfon-sadurediantriumsalz
4-Aminodiphenyl,
5-Acetylamino-8-amino-2-naphthalinsulfonsaure
2-[2-(4-Amino-benzensulfonyl)-ethoxy]-ethansulfonsaure
2-(4-Amino-benzensulfonyl)-ethansulfonsaure

Acid Orange 7

Advanced Oxidation Processes

Atmospheric Pressure Chemical lonisation
Atmospheric Pressure Photoionisation

HPLC-Saul Typ ProntoSIL AQ

Biochemischer Sauerstoffbedarf in funf Tagen
Chloranilin

Kollisionsenergie (Collision Energy)

Kapillare Elektrophorese
Kollisionszelleneintrittsspannung (Collision Cell Entrance
Potential)

Chemische lonisierungs Massenspektrometrie
Chemischer Sauerstoffbedarf
Kollisionszellenaustrittsspannung (Collision Cell Exit
Potential)

Dioden-Array-Detektor

1,4-Diaminonaphthalin

Diaminophenylsulfon

Direct Blue 71

Durchsichtigkeitsfarbzahl

Dimer RB5-Hydrolysat

N,N-Dimethylphenyldiamin

Geldster organischer Kohlenstoff (Dissolved Organic
Content)

Entclusterungsspannung (Declustering Potential)
Di-p-Base-Amin

Di-p-Base-Ether

Redoxpotential

Effektive Konzentration: 50-prozentige
Vermehrungshemmung bzw. gerade noch kein Effekt
Elektronenstolionisation

Eintrittsspannung (Entrance Potential)

Ethylensulfon

Elektrospray lonisation

Ecological and Toxicological Association of Dyestuffs
Manufacturing Industry

Flavin-Adenin-Dinucleotid

Flow Injection Analysis

Flavinadeninmononukleotid

Chromophores System eines Farbstoffes
Hochleistungsflissigchromatographie

H-Saure

lonenchromatraphie bzw. lonensuppressor
lonenpaarchromatographie

Letale Dosis 50: Dosis eines Wirkstoffes, die bei 50% der
behandelten Organismen den Tod verursacht.
Untere Grenze der Kalibriergerade (Lower Limit of
Quantification)
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MS/MS
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NH.-N
NHD
NMR
NNDMPDA
NO,
NSA
NSDA
NWG

oS

PA3y

PA5y

PB

PBSA

PP

Q1

Q3

r2

RB5-H
RB5-H +DPBE
RB5-H+S0,
RB5-HO
RB5-H-PB
RB5-H-PB-2H
RB5-HV
RB5-O
RB5-OV
RB-NH,
RB-OH

RM
RO107-H
RO16-H
RSD

RT

SB

SH

SPBE
SPE

SPME

SR

ss

ss
TAHNDS
TAHNDSpp

Verhaltnis von Masse zu Ladung eines Molekiilions
Metanilsaure

Mikrofiltrationsbasierte Probenahme

Multiple Reaction Monitoring (m/z Q1 — m/z Q3)
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

Molare Masse

Molekulare Trenngrenze (Molecular Weight Cut Off)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid reduzierte Form
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat reduzierte Form
N-Aceytl-p-Base

Nitratstickstoff

Ammoniumstickstoff

HPLC-Saule Typ Nucleosil HD
Nuklear-Magnetische-Resonaz-Spektroskopie
N,N-Dimethylphenylendiamin

Anteil anorganischen gebundenen Stickstoffs
Naphthalinsulfonsaure

Naphthalindisulfonsaure

Nachweisgrenze

Orthanilsaure

ProntoSIL ace-EPS

HPLC-Saule Typ ProntoSIL ace-EPS

p-Base (2-(4-Aminobenzensulfonyl)-ethanol)
p-Base Sulfonester

HPLC-S&aule Typ ProntoSIL Phenyl

m/z des Transienten am ersten Quadrupol

m/z des Transienten am dritten Quadrupol
Regressionskoeffizient

RB5-Hydrolysiert

Reactive Black 5 mit p-Base Ether
RB5-Hydrolysat mit Ethylsulfonsauregruppe
Reactive Black 5 Teilhydrolysat-Teilorginal
RB5-Hydrolysiert und teilreduziert
RB5-Hydrolysiert und teilreduziert-oxidiert
Reactive Black 5 Teilvinyl-Teilhydrolysat

Reactive Black 5 Sulfonsaureester (Orginalform)
Reactive Black 5 Teilorginal-Teilvinyl

H-Saure sauer mit diazotierter p-Base gekuppelt
H-Saure basisch mit diazotierter p-Base gekuppelt
Redoxmediator

RO107-Hydrolysat

RO16-Hydrolysat

Relative Standardabweichung

Retentionszeit

HPLC-Saule Typ LiChrospher 60, RP-select B
HPLC-Saule Typ Synergi Hydro
Sulfo-p-Base-Ester

Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction)
Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Micro Extraction)
HPLC-Saule Typ Chromolith SpeedROD
Sulfanilsaure

HPLC-Saule Typ Symmetry Shield
3,5,6-Triamino-4-hydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure
6-Amino-5-hydroxy-3,4-diimino-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-
disulfonsaure

MM bzw.
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TAHNDSpp,
TAHNDSpp;

TAHNDSpp4

TAS

TN

TOC
TOF-MS
TS

UF
ULOD

UVv-vis
VOC

VPB
WL
Y
ZE

4,6-Dihydroxy-3,5-diimino-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-
disulfonsaure
5,6-Dihydroxy-3-imino-4-oxo-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-
disulfonsaure
4,6-Dihydroxy-3,5-dioxo-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-
disulfonsaure bzw. 5,6-Dihydroxy-3,4-dioxo-3,4-dihydro-
naphthalin-2,7-disulfonsaure

Totale Analysensysteme

Totaler Stickstoffgehalt

Totaler Kohlenstoffgehalt

Flugzeitmassenspektrometer

Trockensubstanz

Ultrafiltration

Obere Grenze der Kalibriergerade (Upper Limit of
Quantification)

Ultraviolett-Spektroskopie und Spektroskopie im Sichtbaren
Anteil flichtiger organischen Verbindungen (Volatile Organic
Content)

Vinyl-p-Base

Wellenlange

Raumbelastung

HPLC-Saule Typ ZORBAX Eclipse XDB-C8

mg L™
gL’

gL’

MM bzw
ug L™

mg L™

nm
mM L d”’
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1 Einleitung

Der Verbrauch von Textilfarbstoffen wird Ende der 90iger Jahre weltweit auf etwa 305000
Tonnen pro Jahr beziffert, wobei der gro3te Anteil der Textilfarbstoffproduktion mit 31 % auf
Reaktivfarbstoffe entfallt [1]. Die Gruppe der Azofarbstoffe umfasst ca. 8000 unterschiedliche
Farbstoffe. 80 % der Reaktivfarbstoffe werden den Azofarbstoffen zugerechnet. Viele
Reaktivfarbstoffe, wie C. |. Reactive Black 5 mit einer Produktionsmenge von 50000 Tonnen
pro Jahr, zahlen zu den ,High Volume Produced Chemicals® [2], [3]. Neben dem Farben von
Textilien werden Azofarbstoffe weltweit auch in Medikamenten, Lebensmitteln, Kosmetika
und zum Drucken eingesetzt [4].

Die Textilindustrie und die ihr zugeordneten Zweige wie die Textilveredelungsindustrie
gehdren weltweit zu den abwasserintensivsten Industrien. lhr fallen etwa 60% des Gesamt-
abwasseraufkommens der Textilindustrie zu [5], das jahrlich in Deutschland einem Volumen
von 70 Millionen m® Abwasser entspricht [6]. Abwasser aus der Textilveredelungsindustrie
besitzen aufgrund des Anteils an nicht fixierten Farbstoffen von bis zu 50 % des
Farbefarbstoffes eine sehr hohe Farbigkeit sowie Salzgehalte von bis zu 80 g L™ [6]-[8].

In Deutschland ist die Textilveredelungsindustrie seit Mai 2000, bedingt durch eine
Verscharfung der Verordnung Uber Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in
Gewasser dazu veranlasst, vor der Einleitung eine Entfarbung der Abwasser zu
gewahrleisten. Sie fordert bei Rest-Farbklotzflotten und Rest-Druckpasten eine mindestens
95 %ige Entfarbung fur die Indirekteinleitung in Klaranlagen und setzt bei behandelten
Abwasserstromen zur Einleitung in den Vorfluter Grenzwerte fiir die spektrale
Absorptionskoeffizienten, die einer nahezu 100 %igen Entfarbung entsprechen [9], [10]. Der
prozentual sehr hohe Anteil des von deutschen Textilfarbereien in 6ffentliche Abwasser-
behandlungsanlagen eingeleiteten Abwassers deutet darauf hin, dass ein Grofteil dieser
Einleiter Gber keine oder nur geringe Abwasserbehandlungskapazitaten verfligt [5]-[6].

Auch bei Membranverfahren zum Prozesswasserrecycling fallen Abwasserkonzentrate an,
die wie Rest-Farbklotzflotten einer 95%igen Entfarbung unterzogen werden missen. Der
Anfall von Abwasserkonzentraten aus dem Farbeprozess und aus im Rahmen von produkt-
integriertem Umweltschutz geschaffenen Wasserkreislaufen erfordert eine gesonderte
Betrachtung von Strategien zu einer geeigneten Behandlung.

Die komplexe und wechselnde Zusammensetzung der Textilabwasser, die neben hohen
Gehalten an Salzen und Farbstoffen noch diverse Textilhilfsmittel und -auswaschungen
enthalten, ist neben der biologischen Resistenz der Farbstoffe das groRte Problem bei der
Auslegung von biologischen Verfahren zur Entfarbung und Mineralisierung. Chemische und
physiko-chemische Verfahren, die eine vollstdndige Entfarbung und Mineralisierung der
Textilabwasserinhaltsstoffe leisten, sind aus 6konomischer Sicht oft nicht rentabel [11].

Die Entwicklung biologischer Behandlungskonzepte stiitzt sich auf die Kombination von
anaeroben und aeroben Verfahren. In der anaerobe Stufe werden die Farbstoffe bzw. die
chromophoren Gruppen wie die Azobindung reduktiv gespalten. Dabei wird eine partielle
Entfarbung herbeigefihrt. Die nachfolgende aerobe Behandlung hat eine weitere Entfarbung
und Teilmineralisierung zur Aufgabe. Oxidative Ruckverfarbungsreaktionen von anaeroben
Abbauprodukten in der aeroben Stufe erschweren die Totalentfarbung mittels biologischer
Verfahren [9], [10]. Im Labor- und Industriemallstab kébnnen wenig belastete Textilabwassern
mit biologischen Behandlungsverfahren zwischen 60% bis 95% entfarbt werden [11]-[15]. Bei
der indirekten Einleitung von Konzentraten in kommunale Klaranlagen werden haufig Uber-
schreitung der gesetzlichen Farbigkeitsgrenzwerte am Ablauf beobachtet [16]. Uber die
chemische Zusammensetzung der in den Vorfluter eingeleiteten behandelten Abwasser ist
wenig bekannt.

Zur Beurteilung der Entfarbeleistung und der verfahrenstechnischen Kontrolle der industriell
eingesetzten biologischen Verfahren werden bisher ausschlieRlich die gesetzlich
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vorgeschriebenen Summenparameter des spektralen Absorptionskoeffizienten
herangezogen. Eine stoffspezifische Beurteilung der Abbau- bzw. Entfarbeleistung des
Behandlungsverfahrens sowie die detaillierte Untersuchung der Abbaumechanismen sind
damit nicht mdglich. So wird die verbleibende Restfarbigkeit haufig ,nicht abgebauten®
Farbstoffen zugeordnet oder nicht weiter geklart.

Fur die verfahrenstechnische Optimierung biologischer Entfarbe- und Abbauprozesse ware
es erforderlich, detaillierte Kenntnisse lUber die Mechanismen der anaeroben Reduktion der
Azobindungen und die stoffspezifische Abbaubarkeit der entstandenen Intermediate zu
ermitteln. Bislang werden die erforderlichen Online-Prozessanalysenverfahren in
industriellen und kommunalen Klaranlagen im Bereich der Messung von Summenpara-
metern wie pH-Wert oder Totalem Kohlenstoffgehalt (TOC) eingesetzt. Substanzspezifische
Online-Messungen sind erst im Bereich umweltrelevanter Anionen und Kationen wie
Ammonium etabliert [17]-[20].
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2 Zielsetzung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Entwicklung und Anwendung einer kontinuierlichen Online-
Mehrkomponentenanalytik zum Prozessmonitoring eines anaerob-aeroben Verfahrens in
einem Bio-Membran-Reaktor, der zur Entfarbung von azofarbstoffhaltigen Konzentraten ein-
gesetzt werden soll. Mit Hilfe des stoffspezifischen Prozessmonitorings sollte das entwickelte
kontinuierliche biologische Verfahren optimiert werden, um die gesetzlichen Anforderung
einer mindestens 95 %iger Entfarbung an farbstoffhaltige Abwasserkonzentrate zu erzielen
und um genauere Kenntnisse Uber den Entfarbe- und Abbaumechanismus zu gewinnen. Die
Entfarbung sollte an Modell- und Realabwasserkonzentraten untersucht werden.

Gemal Kapitel 4.1 des Antrages lassen sich 5 Projektschwerpunkte definieren:

1. Schritt: Aufbau und Inbetriebnahme eines zweistufigen Technikumsreaktors zum
Einsatz anaeroben und aeroben Schlammes zur Farbabwasserbehandlung

2. Schritt: Erstellung von Verfahren zur Gewinnung feststofffreier Reaktorfllissigkeit aus
den Konzentraten mittels Cross-Flow-Membranmikrofiltration und Inline-
Filtrationssonden, Kontrolle mittels Online-HPLC-DAD

3. Schritt: Versuche zur Beladung des Bioreaktors mit Farbstoffkonzentraten (1 - 10
mmol/L) ausgewahlter Azofarbstoffe, Immobilisierung des Schlammes zur
Erhohung der Abbauleistung und Erleichterung der Filtratgewinnung

4. Schritt: Entwicklung einer fir die Prozesssteuerung geeigneten reaktorgekoppelten
Online-Analytik fir Azofarbstoffe und deren Reaktionsprodukte, Kopplung von
Bioreaktor und HPLC in der Weise, dass auch MS-Kopplung realisiert wird
(MF-LC-IC-MS")

5. Schritt: Optimierung des Behandlungsprozesses anhand von HPLC- und MS-Daten:

a) Variation der Beladung mit ausgewahlten Farbstoffen in ansteigenden
Konzentrationen und aus realer Textilabwassermatrix

b) Optimierung der Abbauleistung der anaeroben Reduktionsstufe durch
Variation des Redoxpotentials und unter Stimulation von Sulfobacter-
Bakterien

c) Thermophile/mesophile anaerobe Prozessfihrung und ihre Optimierung
bezlglich Verweilzeit, Co-Substratgabe und Langzeitstabilitat

d) Optimierung der Stabilitat der aeroben Reaktorstufe bezlglich
Beladbarkeit mit Art und Menge der Produkte der anaeroben Stufe

e) Charakterisierung der Reaktorprozesse hinsichtlich Abbauraten,
stofflicher ~Zusammensetzung, mechanistischer = Ansatze und
moglichem weiteren Verhalten der Ablaufwdsser aus dem
Reaktorsystem

Bei der Bearbeitung der Projektschwerpunkte konnten die Unterglieerung der Teilaufgaben
weiter prazisiert werden und ist im folgenden fromuliert. Auf die entsprechenden Kapitel wird
verwiesen.

Zu Schritt 1:  Aufbau und Inbetriebnahme eines zweistufigen Technikumsreaktors zum
Einsatz anaeroben und aeroben Schlammes zur Farbabwasserbehandlung

Siehe 5.5 Verfahrenskonzept zur biologischen Entfarbung von
azofarbstoffhaltigen Abwasserkonzentraten, ab Seite 96
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Zu 2. Schritt:

Zu 3. Schritt:

Zu 4. Schritt:

Zu 5. Schritt;

Erstellung von Verfahren zur Gewinnung feststofffreier Reaktorflissigkeit aus
den Konzentraten mittels Cross-Flow-Membranmikrofiltration und Inline-
Filtrationssonden, Kontrolle mittels Online-HPLC-DAD

5.4.1 Membranbasierte Online-Probenahme, ab Seite 46

Versuche zur Beladung des Bioreaktors mit Farbstoffkonzentraten (1 - 10
mmol/L) ausgewahlter Azofarbstoffe, Immobilisierung des Schlammes zur
Erhéhung der Abbauleistung und Erleichterung der Filtratgewinnung

Siehe 6.1.2 Bestimmung der Farbstoffabbaukinetik im Step-Feed-Batch-
Verfahren ab Seite 126

Siehe 6.1.6 Beurteilung der Entfarbung von Abwasserkonzentraten nach
Abwasserverordnung Anhang 38, ab Seite 152

Siehe 6.1.8 Vergleich der Entfarbung von Modell- und Realtextilabwéassern, ab
Seite 156

Entwicklung einer fur die Prozesssteuerung geeigneten reaktorgekoppelten
Online-Analytik fiir Azofarbstoffe und deren Reaktionsprodukte, Kopplung von
Bioreaktor und HPLC in der Weise, dass auch MS-Kopplung realisiert wird
(MF-LC-IC-MS")

Fur die Entwicklung des Prozessanalysenverfahrens stand ein HPLC-System
mit Dioden-Array-Detektor und ein Hybrid Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer mit linearer lonenfalle zur Verfligung. Die Entwicklung
des Online-Analysenverfahrens beinhaltete folgende Teilauf-gaben:

= Entwicklung einer geeigneten HPLC-Methode fiir die Kopplung mit LC-
MS/MS zur Analyse nicht sulfonierter und sulfonierter aromatischer Amine
sowie sulfonierter Reaktivazofarbstoffe

Siehe 5.4 Online-HPLC-MS/MS-Analysenmethode, ab Seite 42

= Massenspekirometrische  Methodenentwicklung  fir  die  Online-
Mehrkomponenten-analytik ~ zur  kontinuierlichen  qualitativen  und
halbquantitativen Messung von Einzel-substanzen

Siehe 5.4.5 Kalibrierung Dioden Array Detektor - Elektrospray
Massenspektrometer, ab Seite 87

= Bestimmung Robustheit unter Einfluss von Matrixeffekten durch Salze
anhand eines Referenzsubstanzgemisches

Siehe 5.4.6 Robustheit des kontinuierlichen Online-
Prozessanalysenverfahrens, ab Seite 92

Optimierung des Behandlungsprozesses anhand von HPLC- und MS-Daten:

a) Variation der Beladung mit ausgewahlten Farbstoffen in ansteigenden
Konzentrationen und aus realer Textilabwassermatrix

Siehe 6 Online-Monitoring des biologischen Entfarbungsverfahrens, ab
Seite 104

b) Optimierung der Abbauleistung der anaeroben Reduktionsstufe durch
Variation des Redoxpotentials und unter Stimulation von Sulfobacter-
Bakterien

Siehe 7 Prozessanalytisch gestitzte Verfahrensoptimierung, ab Seite 202
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c) Thermophile/mesophile anaerobe Prozessfuhrung und ihre Optimierung
bezlglich Verweilzeit, Co-Substratgabe und Langzeitstabilitat

Siehe 6.1.4.1 Entfarbungsmechanismen der anaeroben Reduktion, ab
Seite 143

d) Optimierung der Stabilitit der aeroben Reaktorstufe bezilglich
Beladbarkeit mit Art und Menge der Produkte der anaeroben Stufe

Siehe 6.1.4.2 Rickverfarbungsmechanismus durch Oxidation anaerober
Reduktions-produkte, ab Seite 145

e) Charakterisierung der Reaktorprozesse hinsichtlich Abbauraten, stofflicher
Zusammensetzung, mechanistischer Ansatze und mdglichem weiteren
Verhalten der Ablaufwasser aus dem Reaktorsystem

Siehe 6.1.5, ab Seite 146 sowie

6.1.6 Beurteilung der Entfarbung von Abwasserkonzentraten nach
Abwasserverordnung Anhang 38, ab Seite 152

6.1.7 Stoffspezifischen Abbaubarkeit von Abwasserinhaltsstoffen und
Intermediaten, ab Seite 155

Exemplarisch fir die Gruppe der Vinylsulfon-basierten Reaktivazofarbstoffe sollte in dieser
Arbeit die Entfarbung des bei Reaktivfarbungen am haufigsten eingesetzten Farbstoffes C. I.
Reactive Black 5 (nachfolgend Reactive Black 5) untersucht werden. Aufgrund der Vielzahl
an Begleitstoffen und Abbauprodukten, die diesem Farbstoff zugeordnet werden, sollten mit
Hilfe des Online-HPLC-DAD-MS/MS-Verfahrens strukturanalytische Untersuchungen zu
deren Charakterisierung und ldentifizierung durchgefiihrt werden (siehe Kapitel 6.1 ab Seite
104):

= Untersuchung der reaktivfarbstofftypischen Fragmentierungsmuster bei
kollisions-induzierter Fragmentierung des hydrolysierten Reaktivfarbstoffes
Reactive Black 5

= Methodenentwicklung zur Charakterisierung und Identifizierung von
unbekannten Farbstoffnebenverbindungen und Abbauprodukten im
anaeroben und aeroben Bioreaktor

= Bestimmung der strukturellen Zusammensetzung von Hydrolysaten des
Reaktivfarbstoffes Reactive Black 5

= Charakterisierung und Identifizierung von Abbauprodukien des
Reaktivfarbstoffes Reactive Black 5 im anaeroben und aeroben Bioreaktor

Da der Farbstoff Reactive Black 5 bei der Farbung oft in Kombination (als Trichromie, d.h.
einer Mischung von drei Farbstoffen) mit anderen Reaktivfarbstoffen eingesetzt wird, sollte
die Trichromie ,Marineblau” bestehend aus den Farbstoffen Reactive Black 5, Reactive
Orange 16 und Reactive Orange 107 untersucht werden. Die in der Trichromie eingesetzten
Farbstoffe Reactive Orange 16 und Reactive Orange 107 wurden in den Kapiteln 6.2
(Reactive Orange 16 ab Seite 160) und Kapitel 6.3 (Reactive Orange 107 ab Seite 195)
untersucht.

Zwei weitere Farbstoffe aus der Klasse der Saure- und Direktfarbstoffe (Acid Orange 5 und
Direct Blue 171) sind als weitere Farbstoffe bei der Antragstellung zu dieser Arbeit aufgefiihrt
worden. Bei der Untersuchung an realen Abwassern und der Ricksprache mit der Farberei
WGF Colocton zeigte sich, dass beide Farbstoffe in der Anwendung keine
abwasserrelevante Rolle spielen. Bei Farbstoffen dieser Klasse treten im Farbeprozess
keine relevanten Verluste wie bei den Reaktivfarbstoffen auf, bei denen der Verlust durch

14



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

Hydrolyse bei bis zu 50% der eingesetzten Menge liegen kann. Daher wurden die
farbstoffbezogenen Untersuchungen in dieser Arbeit mit Schwerpunkt auf die mengenmalig
am meisten eingesetzten Reaktivfarbstoffe durchgefuhrt.

Stoffspezifisches Prozess-Monitoring

Mit der Anwendung des entwickelten Online-Prozessanalysenverfahren sollte ein stoff-
spezifisches Monitoring der Abbauprozesse in anaeroben und aeroben Bioreaktoren
ermdglicht werden. Die Schwerpunkte waren:

= Bestimmung der Entfarbekinetik des hydrolysierten Reaktiv Black 5

Farbstoffes

= Stoffspezifische lllustration der Entfarbungsschritte in
Konzentrationsverlaufen bei kontinuierlichem Betrieb unter Zugabe von
Farbstoffkonzentraten

= Variation von Raumbelastung, hydraulischer Verweilzeit, Membraneinsatz
und Co-Substratzugabe

= Korrelation von Einzelstoffkonzentrationsverlaufen mit
Summenparametern der anaeroben und aeroben Stufe

= Ableitung der Mechanismen und Abbauwege, die zu einer Entfarbung oder
Ruckverfarbung wahrend der biologischen Behandlung flhren

= Bestimmung der Entfarbungsleistung von Modellabwasserkonzentraten

= Vergleich der Entfarbung von Modellabwasserkonzentraten und
Realtextilabwassern
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3 Biologische Behandlungsverfahren fur Textilabwasser

3.1 Gesetzlicher Hintergrund und Behandlungsbedarf

Aus abwassertechnischer Sicht lassen sich die Betriebe der Textilveredlungsindustrie in
Deutschland in die zwei Gruppen einteilen: die Direkteinleiter und Indirekteinleiter. Direktein-
leitende Betriebe verfiigen zur Einhaltungen der gesetzlichen Einleitungsbedingungen lber
eine eigene Abwasseraufbereitung, indirekt einleitende Betriebe hingegen leiten ihr Ab-
wasser in der Regel weitestgehend unbehandelt in kommunale Klaranlagen ein. In den alten
Bundeslandern sind Gber 95% der 300 Textilbetriebe Indirekteinleiter. 12 Betriebe sind als
Direkteinleiter gefuhrt.

Die Textilveredlungsindustrie ist nach der chemischen Industrie die abwasserintensivste und
schadstoffemissionsintensivste Industrie in Deutschland [12]. Der produktionsspezifische
Wasserbedarf liegt laut Textilveredlungsindustrie bei 120 Lyasser kgWare‘1. Anlass fir die
Entwicklung von Behandlungsverfahren zur Entfarbung farbstoffhaltiger Abwasser aus der
Textilveredelungsindustrie ist durch das in Kraft treten der Novellierung der Abwasser-
verordnung im Anhang 38 fir Textilherstellung und Textilverede-lung von 1984 im Jahr 2001
gegeben [9]. Die Veranderungen der Mindestanforderungen fir die Direkteinleitung sind in
Tabelle 1 dargestellt und beinhalten erstmals auch Anforderungen an die Farbigkeit der
Abwasser. Der Anwendungsbereich dieser Verordnung umfasst zwei Bereiche der
Textilveredlungsindustrie:

= Verarbeitung von Spinnstoffen und Garnen (Spinnerei, Weberei, Stickerei,
Wirkerei, Herstellung von Vliesen und Filzen)

= Veredelung textiler Rohwaren durch Farben, Bedrucken, Ausristen und
die jeweils erforderlichen Vorbehandlungen

Die Textilveredelung wird als Hauptverursacher von Abwasserproblemen der Textilindustrie
angesehen. In den Hinweisen und Erlauterungen zur Novellierung des Anhangs 38 sind die
Verursacher von Abwassern in der Textilveredlungsindustrie zur Wiederverwendung von
behandeltem Abwasser und die Rlckgewinnung von Warmeenergie in das jeweilige
innerbetriebliche Abwasserbehandlungskonzept angehalten. Die MaRnahmen dazu werden
individuell am Ort des Anfalls entschieden. Optimale Einzelfalllésungen missen unter
Berlcksichtigung der vorhandenen technischen und baulichen Gegebenheiten gefunden
werden [10].

Tabelle 1: Anforderungen an das Abwasser fiir die Einleitungsstelle [9]

Qualifizierte Stichprobe oder 2-Stunden-Mischprobe

Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) 160 (280*) mglL™
Biochemischer Sauerstoffbedarf in funf Tagen (BSBs) 25 (40%) mg L™
Phosphor, gesamt 2 mg L™
Ammoniumstickstoff (NH4-N) 10 mg L™
Stickstoffgesamt als Summe von Ammonium-, Nitrit- und 20 (5%) mg L’
Nitratstickstoff (Nges)

Sulfit 1 mg L™
Fischgiftigkeit 5 Gt
Farbung: Spektraler Absorptionskoeffizient bei

436 nm (Gelbbereich) 7 m”
525 nm (Rotbereich) 5 m”
620 nm (Blaubereich) 3 m’
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Die in geringen Mengen anfallenden Farbstoffansatze und Restflotten aus der Farbung
enthalten in der Regel wesentlich hdhere Schadstoffbelastungen als andere Teilstrome und
sind jetzt getrennt von dem ubrigen, niedriger belasteten Abwasser zu erfassen. Bei Rest-
Farbklotzflotten und Rest-Druckpasten sind geeignete Entfarbungsverfahren anzuwenden,
die eine 95 %ige Reduktion der Farbung ermdglichen. CSB bzw. TOC sind nach Prufung der
Verhaltnisse im Einzelfall um 80 % zu verringern. Fur schwermetallhaltige Flotten ist eine
gezielte Schwermetalleliminierung erforderlich. Zur Behandlung dieser hochbelasteten
Restflotten werden insbesondere Membranverfahren (Ultrafiltration, Nanofiltration, Umkehr-
osmose) empfohlen. Die Moglichkeit zur Behandlung im Faulbehalter einer Klaranlage wird
erwahnt [10].

Die historische Entwicklung des Baus von kommunalen Klaranlagen und die
abwasserbezogenen MalRnahmen der Textilveredlungsindustrie sind miteinander verknupft.
Durch die Madglichkeit, ihre Abwasser in kommunale Klaranlagen einleiten zu dirfen (so
genannten Indirekteinleitung), verfiigen die meisten Betriebe der Textilveredlungsindustrie
lediglich Uber Neutralisationsverfahren zur Behandlung der anfallenden Abwasser. Speziell
im Bereich der Vorbehandlung von hochkonzentrierten Restflotten und Konzentraten aus
dem Einsatz von Membrantechnologie im Rahmen innerbetrieblicher Abwasserbehandlungs-
konzepte fehlen kostenglinstige Verfahren.

80

M Farbstoffe

70+

60
[ Textilhilfsmittel

50

Anteile der Produktionsmittel [%]

40 @ Chemikalien
30
5 O Substrate
20+
10 m
=l OBrauchwasser
0 \
CSB BSB5 TOC AOX Stickstoff

gesamt

Abbildung 1: Quellen der Abwasserbelastung in der Textilveredelungsindustrie [24]

Die Inhaltsstoffe von Abwassern aus der Textilveredelungsindustrie werden in verschiedenen
Ubersichtsartikeln beschrieben [21]-[23]. Die Zusammensetzung der Produktionsabwasser
aus der Textilveredelungsindustrie hangt von der saisonal bedingten Produktionspalette ab.
Das Textilinstitut Denkendorf hat die durchschnittliche Abwasserbelastung in verschiedenen
Betrieben untersucht. Aus Abwasseranalysen und Betriebsdaten (Farbstoffe, Textilhilfsmittel,
Chemikalien, Substrate, Brauchwasser) wurden die Anteile der einzelnen Verursacher
bestimmt (siehe Abbildung 1) [24]. Die organische Belastung (CSB, TOC) der Abwasser geht
demnach hauptsachlich auf den Einsatz von Textilhilfsmitteln, von Chemikalien und von
Substraten zurlick. Farbstoffe haben einen Anteil von weniger als 5%. Die Gesamtstick-
stoffbelastung (Ammonium- und organischer Stickstoff) lasst sich auf den Einsatz von
Chemikalien zurtckfihren. Zu 75% verursachen Farbstoffe den Gehalt an AOX im Ab-
wasser. lhr Anteil an der Farbigkeit ist 100%. 1997 verpflichtete sich die Textilveredelungs-
industrie, nur noch solche Textilhilfsmittel zu verwenden, die 6kologisch vertraglich sind [26].
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Die Entsorgung von Schlammen aus der Fallung und Flockung ist seit 2005 durch die TA
Siedlungsabfall neu geregelt und machen eine Vorbehandlung der Schilamme vor der Depo-
nierung erforderlich. Der organische Anteil der zu deponierenden Schlamme muss demnach
auf 3-5% reduziert werden [25]. Hiervon betroffen sind auch diejenigen Betriebe der Textil-
veredelungsindustrie, die Fallung und Flockung zur Farbstoffeliminierung einsetzten (siehe
Kapitel 3.4).

3.2 Abwasser aus der Farbung mit Reaktivfarbstoffen

Zur Herstellung waschechter gefarbter Textilien fand bei Farbstoffherstellern die Bildung
einer kovalenten chemischen Bindungen zwischen Substrat und Farbstoff grol3es Interesse.
Die ersten Versuche gehen bis auf das Ende des 18. Jahrhunderts zurtick. Der erste
Reaktivfarbstoff wurde 1925 von J. Glnther synthetisiert, als er Isatosdureanhydridverbin-
dungen mit Celullose umsetzte und dabei die Reaktivfarbung erhielt. Aufgrund der
Hydrolyseempfindlichkeit dieser Farbstoffe fanden sie keine praktische Anwendung.

Zu den technisch und kommerziell einsetzbaren Entdeckungen auf dem Gebiet der
Reaktivfarbstoffe kam es in den funfziger Jahren. 1956 brachte die Firma ICl unter dem
Handelsnamen Procion-Farbstoffe die ersten Reaktivfarbstoffe auf den Markt. Es folgten
1957 Cibacron-Farbstoffe (CIBA) und Remazol-Farbstoffe (Hoechst). Die wesentlichen
Entwicklungen der heute noch eingesetzten Reaktivfarbstoffe gehen auf den Zeitraum
zwischen 1956-1963 =zuruck [27]. Einsatz finden sie hauptsachlich beim Farben und
Bedrucken von Cellulosefasern.

Die Verbindung zwischen Faser und Reaktivfarbstoff wird in den meisten Fallen durch ether-
oder esterartige kovalente Bindungen hergestellt. Der Aufbau ist bestimmt durch einen
Farbstoffgrundkérper, an den entsprechend der Funktion des Farbstoffs verschiedene
Gruppen gebunden sind. Ein bis vier Sulfonsauregruppen werden fir die Wasserldslichkeit
des Farbstoffs bendtigt. Die eigentliche Reaktivgruppe mit Abgangsgruppe ist direkt oder
Uber eine Tragergruppe an den Farbstoffgrundkérper gebunden. Eine Ubersicht zu den
eingesetzten Reaktivgruppen ist in Abbildung 2 dargestellt.

Reaktivgruppen, die esterartige Bindungen zur Faser bilden
X X X X X X

HN> HN 028
20 N OH
I

Osg 21 Ss NH
g1 ° 7 |
Farbstoff X = -Cl, -OSO3H, -[N*(CH3)s]CI, -SO,CH; -SO,C,Hs, -F
| | X
O< 0]
S X
© Y NJ\ NZ 7 NN ||
X N J\ x | . k | S/N
X" N Sx” NI T NN N J A\ X
X N N
S /N
X X N=N X)=< Y

Reaktivgruppen, die etherartige Bindungen zur Faser bilden

Abbildung 2: Reaktivtragergruppen und Abgangsgruppen von Reaktivfarbstoffen [27]

Beim chemischen Farbeprozess unter alkalischen Bedingungen verhalt sich die Cellulose als
Polyalkohol wie eine schwache Saure, die dissozierte Natriumcellulosemolekiile bilden kann.
Je nach Grad der Affinitat zum Farbstoff absorbieren die in die Cellulosefaser diffundierten
Farbstoffmolekile auf der Faser, ohne mit der Faser zu reagieren. Erst unter Zusatz von
Alkali erhoht sich die lonenkonzentration, die eine Reaktion zwischen Farbstoff und Faser
ermoglicht.
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Die von Hoechst entwickelten Remazol-Reaktivfarbstoffe mit Vinylsulfon-Gruppe kénnen mit
der Faser oder einem anderen Nukleophil auf zwei Arten reagieren. Entweder durch direkte
nukleophile Substitution (Reaktion 1) oder Uber einen zweistufigen Mechanismus via
basenkatalysierter 1,2-Eliminierung (Reaktion 2) und nachfolgender Addition an die aktivierte
Doppelbindung nach dem Prinzip der Michael-Addition (Reaktion 3).

FS-SO,CH,CH,0-SO3 Na* —  (Cellulose-O) —  FS-S0O,-CH,-CH,-O-Cellulose (1)
FS-SO,CH,CH,0-SO; Na* —  (:B)— FS-SO,-CH=CH, (2)
FS-SO,-CH=CH, — (Cellulose-O) —  FS-S0O,-CH,-CH,-O- Cellulose (3)
FS — chromophores System

Tatsachlich lauft beim Farbeprozess unter alkalischen Bedingungen die zweistufige Reaktion
(2+3) ab [28].

3.2.1 Restflotten der Reaktivfarbung

Neben der gewiinschten Reaktion des Farbstoffes mit der Faser tritt mit einem Anteil von 5 -
50% die Hydrolyse des eingesetzten Reaktivfarbstoffs ein. Besonders hohe Farbstoff-
konzentrationen werden der Ausziehfarbung zugeordnet, bei der je nach Farbeflotte
(angegeben als g Farbstoff je kg Ware in %) und Fixierrate (Anteil des auf der Ware fixierten
Farbstoffanteils in %) sehr hohe Restfrachten an Farbstoff nachweisbar sind. Eine 3 %ige
Farbeflotte mit 70 %iger Fixierrate enthélt beispielsweise 9 g L™ Farbstoff in der zu
behandelten Restflotte [10].

Um eine hohe Nassechtheit zu gewahrleisten, muss der hydrolysierte Farbstoff aus der frisch
gefarbten Ware ausgewaschen werden. Die Dauer und die Anzahl der Spulbader hangt von
der Affinitat des Farbstoffes zur Faser und der Farbeausbeute ab. Schwarzfarbungen
kénnen bis zu sieben Spllbader erfordern [21]. Aufgrund des modischen Wandels, dem
Farben und Textilien unterworfen sind, ist die stoffspezifische Zusammensetzung der
Inhaltsstoffe  eines  Farbereiabwassers  standigen  Wechseln  unterworfen. Die
Reaktivfarbstoffe haben bei der Gruppe der Farbstoffe als Abwasserinhaltstoffen
mengenmalfig die herausragendste Stellung, weil sie im Vergleich zu andern Farbstoffen die
geringsten Farbereiausbeuten aufweisen.

Allein der Remazolfarbstoff Remazol Schwarz B (C.l. Reactive Black 5) wird weltweit mit
einer Jahresproduktion von 50000 Tonnen pro Jahr hergestellt [2]. Bei einer Farberei-
ausbeute zwischen 50 — 95 % gelangen durchschnittlich 14.000 Tonnen pro Jahr hydrolysiert
ins Abwasser. Sehr hohe molare Extinktionskoeffizienten von bis zu € = 50.000 cm mol™ bei
den Reaktivfarbstoffen, die auf Azofarbstoffen aufgebaut sind, fihren schon bei geringen
Konzentrationen zu einer sichtbaren Wahrnehmung der Farbigkeit im Wasser.

In den 90iger Jahren wurde das Problem der Restfarbigkeit von Abwassern aus
Reaktivfarbungen in England als dringlichstes Abwasserproblem der Textilveredelungs-
industrie beschrieben [30]. Weitere stark mit hydrolysierten Reaktivfarbstoffen belastete
Abwasser fallen an bei der Farberei nach dem Kaltklotzverweilverfahren (KKV) mit Farbstoff-
gehalten von bis zu 60 g L', bei Appreturrestflotten und als Restdruckpasten bei der
Textildruckerei. Appreturrestflotten und Restdruckpasten setzten sich zusammen aus ca.
66% Reaktivfarbstoffe, ca. 17% Kipenfarbstoffe, ca. 11% Pigmentfarbstoffe und ca. 6%
Dispersionsfarbstoffe [31].

3.2.2 Konzentrate aus der Membranbehandlung farbstoffhaltiger Abwasser

Die Wiederaufbereitung von Prozessabwassern (z.B. Spilbader aus der Reaktivfarbung) zu
Prozesswasser bzw. Brauchwasser in der Textilveredelungsindustrie, wie sie seit 2001 im
gesetzlichen Regelwerk fiur die Textilindustrie vorgeschrieben ist, beginnt bereits in den

19



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

70iger Jahren mit dem Einsatz von Umkehrosmose Membranverfahren [31]. Heute haben
sich diese Bestrebungen durch die Forderung nach Produktintegrietem Umweltschutz
(PIUS) und im Rahmen der nachhaltigen Entwicklung von Anlagen und Ressourcen
schonenden Verfahren in Form von Membranaufkonzentrierungsanlagen in vielen Bereichen
der Industrie etabliert. Neben den 6konomischen Vorteilen kann die Kreislauffihrung von
Prozesswasser aus betriebswirtschaftlicher Sicht zu erheblichen Kosteneinsparungen
fUhren.

Durch die fortschreitende Globalisierung der Markte hat sich auch im Bereich der
Textilfarbung der Wettbewerb verstarkt. Nicht zuletzt die lokalen Kostenunterschiede in der
Wasserversorgung und Entsorgung machen den Einsatz neuer Technologien erforderlich.
Der Membrantechnik wird eine wichtige Rolle bei der Behandlung der verschiedensten
Textilabwasser aus der Farbung von Wolle, Cellulose, Baumwolle und Kunstfasern
eingerdumt, die mit anderen physikalisch-chemischen Verfahren zur Abwasserbehandlung
konkurriert. In der Moéglichkeit, Prozessabwasser aufzubereiten und dem Prozess wieder
zuzufihren, sind die Membrantechniken den Verdampfungsverfahren ékonomisch Gberlegen
[33]-[37].

Als Membrantechniken zur Aufkonzentrierung und Reinigung von Prozessabwassern in der
Textilindustrie finden Umkehrosmose [31], [38] Nanofiltration [38]-[44] und Ultrafiltration [34]-
[35], [42] Mikrofiltration [42] Einsatz. Das Konzept der split-flow Abwasserbehandlung wird
als das zur Zeit effektivste Verfahren eingeschatzt [45]-[46]. Hierbei wird das Abwasser
zuerst durch Siebe von grélReren Partikeln befreit, um dann durch Ultrafiltration von
héhermolekularen Substanzen befreit zu werden, was zu einer Reduktion des CSBs von ca.
30% fuhrt. In einem zweiten Schritt wird Nanofiltration zur Abtrennung der niedermolekularen
organischen Verbindungen eingesetzt, bei der eine ca. 90%ige Eliminierung des CSBs
erzielt wird. Abwasser aus dem Bereich der kontinuierlichen Farbung und des Finishings
werden Uber eine Umkehrosmose geleitet, um entsalzt zu werden.

Die wichtigsten Aspekte fir die Entwicklung der Abwassersituation in der Textilindustrie sind:

= Entwicklung neuer Farbereiverfahren, die abwasserfrei betrieben werden
kdnnen [47]

= Technische Weiterentwicklung und Reduktion von Betriebskosten von
Membran-verfahren zur Abwasseraufbereitung und Farbstoff- bzw.
Salzwiedergewinnung [47]

= Einsatz von so genannten split-flow Behandlungsverfahren an Stelle von
mixed-flow Verfahren [46]

= Entwicklung biologisch leicht abbaubarer Textilhilfsstoffe und Farbstoffe
und Reduzierung des Gehalts an inhibierenden Stoffen. Die Kombination
von Membran-verfahren und optimierten anaeroben biologischen
Verfahren zur Entfarbung und CSB-Reduktion stellen eine ideale
Kombination dar [45]-[46]

Die neuesten Veréffentlichungen auf dem Gebiet der Membranbehandlung von Textilab-
wassern berucksichtigen zum Teil diese Aspekte, gehen aber auch in den Bereich kombi-
nierter Membranverfahren mit physiko-chemischen Verfahren wie Flockung, Koagulation [41]
und die Kombination von Flockung mit Ozonisierung [42].

Die bei Membranprozessen anfallenden Konzentrate stellen die Betreiber vor ein
Entsorgungsproblem. Konzentrate aus Umkehrosmose und Nanofiltration beinhalten neben
den organischen Komponenten wie Farbstoffen und Textilhilfsmitteln einen hohen Anteil
anorganischer Salze, die beim Farbeprozess zur Farbstofffixierung eingesetzt werden
mussen [48].
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3.3 Toxizitat azofarbstoffhaltiger Textilabwasser

Die ersten Untersuchungen bezuglich toxikologischer Eigenschaften von Azofarbstoffen
reichen bis zum Ende des 19. Jahrhunderts zurick. 1895 untersuchte Rehn Falle von
Blasenkrebs, die bei Arbeitern in der Herstellung und bei der Verarbeitung des Azofarbstoffs
Fuchsin auftraten [49]. Langzeitstudien von Case et al. zeigten 1954, dass verschiedene
Azofarbstoffe bei Arbeitern in der Farbstoffherstellung und Verarbeitung Blasenkrebs aus-
I6sen konnen [50]. 50 Jahre nach dem ersten Auftreten konnte der Nachweis erbracht
werden, dass die Blasenkrebsfalle in ursachlichem Zusammenhang mit der Verarbeitung von
Azofarbstoffen standen.

In den 70iger und 80iger Jahren des vorherigen Jahrhunderts kam es in den USA zu staat-
lichen Initiativen, die zu den ersten Verboten verschiedener Azofarbstoffe flihrten [51]-[55].
Weitere Studien beschreiben Vorhersagetechniken zur Beurteilung von Azofarbstofftoxizitat,
die sich an der strukturellen Zusammensetzung der Farbstoffe orientiert [56]. Hervorzuheben
sind die Gruppe der auf "verbotenen aromatischen Aminen" basierenden Azofarbstoffe, bei
denen es sich hauptsachlich um Azofarbstoffe sowie Pigmente handelt, die auf Anilin-,
Toluen-, Benzidin- und Naphthalen-Derivaten basieren [57]. Die Mitglieder der Ecological
and Toxicological Association of Dyestuffs Manufacturing Industry (ETAD) wie z.B. die
Firmen DyStar und Clariant, haben sich verpflichtet, diese Farbstoffe nicht mehr herzustellen
und zu vertreiben. Hersteller, die dieser Organisation nicht angehoéren, kénnen diese
Farbstoffe weiterhin herstellen und vertreiben. Azofarbstoffe mit kanzerogenen aromatischen
Aminen als Kupplungskomponenten wurden in Deutschland erstmals in der MAK-Wert-Liste
1988 im Abschnitt Ill ,Krebserzeugende Arbeitsstoffe* erwahnt.

Nach dem Verbot dieser Farbstoffe in Deutschland 1994 [58], ist 2002 das Verbot EU-weit in
Kraft [59] getreten. Dennoch werden im ostasiatischen Raum in kleinen bis mittelgrof3en
Betrieben weiterhin verbotene Azofarbstoffe hergestellt und in den weltweiten Handel
gebracht [60]. Die akute Toxizitat von Azofarbstoffen wird unter Betrachtung der EU Kriterien
fur die Klassifikation gefahrlicher Substanzen 1980 von Vertretern der ETAD als eher gering
eingeschatzt [61]. Hildenbrand zitiert in einer Verdffentlichung eine Entscheidung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft von 1999. Sie besagt, dass die mit Azofarbstoffen in
Zusammenhang stehenden aromatischen Amine aufgrund ihrer grofden Zahl nicht konven-
tionellen toxikologischen Untersuchungen an Tieren unterzogen werden kénnen [62].

Tabelle 2: Toxizitatswerte fur verschiedene Modellfarbstoffe

Farbstoff ECso [mgL™] ECs,” EC
Cl Reaktiv Orange 96' 90,7 0,01 10
Cl Reaktiv Violet 5 109,6 0,01 11,2
Cl Reaktiv BriIIiantgrEIn1 143,7 0,01 41,9
Cl Reactive Black 5 27,5 +/- 15%?2

123
Cl RB5-Hydrolysiert? 11,4 +/- 32%
Acid Orange 72 0,01 +/-15%
Food Yellow 32 22 1+/- 11%

'Quelle: Soewondo, 1997, Leuchtbakterienhemmung [68], >Quelle Gottlieb et al., 2003 mit
Biolumineszenz mit Vibrio fischeri [67], ® BUA, 1994, Wachstumsratentest mit Scenedesmus
subspicatus [69]

Durch die Bestrebungen der EU mit dem so genannten ,White Paper” eine Regelung flr die
Zulassung und Registrierung von Chemikalien zu schaffen, geht die ETAD heute davon aus,
dass 2000 — 2500 kommerzielle Farbstoffe von dieser Regelung betroffen sind. Die
geschatzten Kosten flir die Registrierung dieser Farbstoffe und die Erfassung ihrer
Intermediate belaufen sich auf 1 Milliarde Euro [63]. Mit Ausnahme weniger Farbstoffe, die
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LDso-Werte von > 250 mg kg™ Kérpermasse zeigen, liegen die meisten verdffentlichten LDs-
Werte im Bereich zwischen 250 - 2000 mg kg™ Kérpermasse.

Das potentielle Gefahrdungspotential aller Azofarbstoffe besteht weniger im Farbstoff selbst
als in den aromatischen Aminen, die durch reduktive Spaltung der Azobindung freigesetzt
werden [56]. Zum Teil kdnnen Substanzen, die vor der Kupplung mit der Diazonium-
komponente als toxikologisch unbedenklich gelten, durch eine reduktive Spaltung der Azo-
bindung in toxische Substanzen umgewandelt werden. Beispiele hierfir sind in der Literatur
beschrieben [70], [71].

Toxikologischen Daten der Ausgangssubstanzen von Reaktivfarbstoffen und ihrer Hydrolyse-
produkte basieren hauptsachlich auf mit Leuchtbakterientests durchgefihrten toxikolo-
gischen Untersuchungen [68]. Neben den Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri wurden
Wachstumshemmtests mit Pseudomonas putida durchgefihrt. Bei den Wachstums-
hemmtests zeigten sulfonierte Aromaten wie die H-Saure eine dulerst geringe hemmende
Wirkung (siehe Tabelle 3). Reduktive Abbauprodukte der Reaktivfarbstoffe auf Vinylsulfon-
basis (Vinylsulfon) zeigen eine im Vergleich zu den Farbstoffen um 25 bis 1640000 fache
Erhéhung der Toxizitat. Hinweise auf eine kanzerogene Wirkung dieser Stoffklasse gibt es
bislang nicht.

Die Environmental Protection Agency, USA (EPA) hat in einer Liste, die im Rahmen der
Toxic Substances Control Act (TSCA) im Jahr 1976 angelegt wurde, einen Teil der zur
Herstellung von Remazolfarbstoffen bendtigten Chemikalien aufgefihrt [74]. Die zur
Synthese von Remazolfarbstoffen eingesetzten Vinylsulfone werden im ,TSCA New
Chemicals Program, gesondert aufgefihrt [75]. Darin sind Verbindungen enthalten, die in
Verdacht stehen, toxikologisch wirksam zu sein und in groReren Mengen produziert werden.
Nach Einschatzungen der EPA werden Vinylsulfone als nicht besonders gesundheits-
gefahrdend fiir den Menschen eingeschatzt. Die Hydroxyethylsulfone, die bei der Hydrolyse
der Vinylsulfone entstehen, werden als vollig ungefahrlich eingestuft. Toxizitatsuntersuchun-
gen mit Leuchtbakterientest V. fischeri an Vinylsulfon (Vinyl-p-Base) und Hydroxyethylsulfon
(p-Base) zeigten, dass die Vinyl-Form eine mehr als 300mal héhere Toxizitat als die
Hydroxy-Form hatte [15].

Tabelle 3: (ECso")-Werte fiir einige Farbstoffmetabolite und Farbstoffzusatze'

Substanz Leuchtbakterien- Leuchtbakterien/ p. putida
test (ECso™") Wachstumstest (ECs,") Wachstumstest
(ECs™)
p-Base? 0,1 0,29 0,64
Vinyl-p-Base? 16,7 24 16,6
Hexylenglykol? 0,45 0,07 0,06
Sulfanilsaure? 33,8x10° 0,45 3,7

0,05 +/-31% *
1-Amino-2-naphthol® |10 +/- 30%
1-Amino-2-naphthol-6- | 0,003 +/- 6%

sulfonat®

1-Naphthalinsulfon- 0,03 +/- 8%
saure®

2-Naphthalinsulfon- 0,12 +/- 3%
saure®

4-Amino-1-naphtha- [0,04 +/- 13%
linsulfonsaure?®
H-Saure?3 0,02 +/- 19%

' Reinke [72], 1995, 2Schmid, 1994 [73], *Gottlieb et al., 2003 [67]
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Die veroffentlichten toxikologischen Daten vieler kommerziell eingesetzter Farbstoffe, die
nicht dem Verbot unterliegen, beschranken sich auf Ergebnisse aus Standardtests wie Fisch-
toxizitat (Brachydanio rerio), orale Toxizitat LDsg (Ratten), Bakterientoxizitat (Garréhrechen),
Mutagenitatstests (Micronucleus-Test, Salmonella/Microsomen-Test — Ames Test) und die
biologische Eliminierbarkeit [64]. Dabei wird zum Teil der Test einzelner Verbindungen um-
gangen, indem reprasentativ nur ein Stoff aus einer Stoffgruppe auf seine toxischen Eigen-
schaften gepruft wird [65]. Fir den weltweit mengenmalig am haufigsten eingesetzten
Reaktivfarbstoff Reactive Black 5 liegen beispielsweise nur fragmentarische Daten zur
Toxizitat im Datenblatt vor [66]. Tabelle 2 zeigt verschiedene untersuchte kommerzielle Farb-
stoffe, die mit Ausnahme von Acid Orange 7 aufgrund der hohen ECsp-Werte als wenig
toxisch eingestuft werden kénnen [67].

Zur Beurteilung des Gefahrdungspotentials von Azofarbstoffen und aromatischen Aminen
aus Abwassern spielt neben der Toxizitat auch der Einfluss der Bioakkumulation in
Gewassern und Sedimenten eine wichtige Rolle. Es besteht die Gefahr, dass die
Azofarbstoffe in der Umwelt unter den anaeroben Bedingungen in Sedimenten reduktiv
gespalten werden und aromatische Amine freisetzten [76]. Schatzungen gehen davon aus,
dass 7 bis 15% der organischen Belastung im Rhein aus sulfonierten aromatischen
Verbindungen bestehen [77]. In anderen europaischen Flissen und Grundwasser konnten
ebenfalls hohe Belastungen mit sulfonierten aromatischen Verbindungen nachgewiesen
werden [78]-[81].

‘ M orginal HE. faecalis OC. butyricum O Natriumdithionit

5

dN 18 .

ECso ' [L mg™]
N w F=N

-
I

Reactive Reactive Procion Procion Procion Procion Procion Procion
Black 5 Black5H Navy Navy H Yellow YellowH Crimson CrimsonH

Abbildung 3: Toxizitdtsbestimmung mit Leuchtbakterientest von unhydrolysiert und
hydrolysierten (H) Reaktivfarbstoffen vor und nach der reduktiven biologischen bzw.
chemischen Behandlung [67]

In Abwasserkonzentraten aus der Farbstoffherstellung konnte sowohl vor als auch nach der
biologischen Behandlung eine mutagene Wirkung an S. typhimurium TA98 und E. coli
WP2uvrA nachgewiesen werden [82]. Neuere Untersuchungen belegen mit Hilfe von Leucht-
bakterientests den Verlauf der Toxizitdt von Reaktivfarbstoff in biologischen Behandlungs-
anlagen [67]. Dabei ist im allgemeinen eine Anstieg der Toxizitdt nach der anaeroben oder
chemischen Reduktion des Azofarbstoffs um den Faktor 2 bis 133 zu verzeichnen (siehe
Abbildung 3) [15], [82]. Die unterschiedlichen Toxizitdten nach der Behandlung mit verschie-
denen biologischen und chemischen Reduktionsmethoden zeigen, dass sich reduktions-
spezifische Intermediate bilden. Begleitende chemisch-analytische Untersuchungen liegen in
diesem Zusammenhang nicht vor. Nach der aeroben Behandlung wird etwa ein Drittel der
Eingangstoxizitat beobachtet [15].
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Untersuchungen an Schlammspringern (Periophthalmus dipes) zeigten die inhibierende
Wirkung von farbstoffhaltigen Abwassern der Textil- und Druckindustrie auf verschiedene
Enzyme wie beispielsweise die membrangebundene ATPase [83]. Der Einfluss von hohen
Kochsalzgehalten (89 - 112 g L") in Textilabwassern wurde an der Nematode Caenor-
habditis elegans untersucht [84]. Die LCso-Werte flir ein synthetisches Reaktivfarbstoffab-
wasser lagen bei Salzgehalt von 112 g L' bei 14,5, ohne Salz bei 55,6 und ohne Farbstoff
mit Salz bei 22,8. Der hohe Salzgehalt wirk sich starker auf die Sterblichkeit der Nematoden
aus als ein Farbstoffgehalt von 1,8 g L.

Bei Ozonisierungsversuchen an Farbstoffkonzentraten mit Reactive Black 5 (2 g L™") wurde
nach einer 30 Minuten dauernden Ozonisierung (20,5 mg L) ein Anstieg um das Vierfache
beobachtet. Erst nach drei bis vier stiindiger Behandlung wurde eine Abnahme unter das
Ausgangsniveau beobachtet [85].

3.4 Behandlungskonzepte zur Farbereiabwasserentfarbung

Eine Ubersicht von Hillebrand et al. beschreibt die aktuelle Abwassersituation in der deut-
schen Textilindustrie und gibt eine reprasentative Bestandsaufnahme fir die Bewertung der
verwendeten chemischen Stoffe in 127 Betrieben [6]. Nach den Ergebnissen der Erhebung
werden in nur einem textilveredelnden Unternehmen Schlichtemittel-Rickgewinnungsver-
fahren einsetzt.

Tabelle 4: Abwasserbehandlung bei der textilveredelnden Industrie [6]

Direkteinleiter Indirekteinleiter

(n=14) (n=113)
Abwasserbehandlungsverfahren Ja Nein n Ja Nein n
Ausgleichsbecken 12 2 55 58
Sieb 6 8 9 84
Neutralisation 5 9 51 62
Fallung/Flockung 2 12 12 101
Abwasserrlckfiihrung in die Produktion 3 11 10 104
Sonstiges 6 10
davon biologische Verfahren 3 5
Betriebe, die in den letzten 2 Jahren MalRhahmen
durchgefiihrt haben davon: 8 36
Abwasserbehandlung 2 18
(Ab)-WasserrUckahrung 2 12

Die bei der Abwasserbehandlung in direkt einleitenden und indirekt einleitenden Betrieben
eingesetzten Verfahren sind in Tabelle 4 dargestellt. Entgegen der hohen produktbezogenen
Wasserverbrauchsraten wird in dieser Industrie Wasserrickfihrung in die Produktion nur bei
etwa 9% der Indirekteinleiter und 21% der Direkteinleiter eingesetzt. Die Wasserkreislaufrate
von 53% ergibt sich durch die Wiederverwendung von Kuhlwasser (siehe Tabelle 5). Der
Anteil der biologischen Verfahren zur Abwasserbehandlung liegt bei den Indirekteinleitern bei
unter 5% und bei den Direkteinleitern bei 21%. Der Uberwiegende Teil (57%) der Direktein-
leiter hatte in den letzten Jahren (Stand 1999) Malinahmen zur Abwasserbehandlung bzw.
Emissionsminderung durchgefiihrt bzw. plante in den nachsten Jahren zusatzliche
MaRnahmen. Bei den indirekt einleitenden Betrieben lag der Anteil bei 32%.

Nach in Kraft treten der Novellierung des Anhang 38 haben sich drei Verfahren zur Vorbe-
handlung, Entfarbung und Wasserriickgewinnung durchgesetzt: Membrantechnik, biolo-
gische Verfahren und Fallung/Flockung. Uber die Behandlungsverfahren fiir Farbstoff-
produktionsabwassern gibt es wenige Hinweise in der Literatur. Am Standort Leverkusen der
Firma Dystar werden vornehmlich Ozonisierungsverfahren zur Vorbehandlung von Produk-
tionsabwassern eingesetzt. Die Abwasser werden dann in die betriebliche, mehrstufige
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biologische Klaranlage eingeleitet. Ansatze zum Recycling von Ausziehflotten und Rest-
flotten der Reaktivfarbung zeigten sich wenig erfolgreich, weil der Restanteil des nicht-
hydrolysierten Farbstoffs zusammen mit frischem Farbstoff ein anderes Farbeverhalten zeigt
als die Verwendung frischer Farbstoffe [86].

Tabelle 5: Ubersicht Uber die erhobenen Emissionsminderungstechniken in der
textilveredelnden Industrie [6]

Ja Nein

Emissionsminderungstechnik n % n %
Schlichtemittel-Rickgewinnung 1 0,8 126 99,2
Wasserkreislaufflihrung 68 53,5 59 46,5
davon:

zu Kihlzwecken 45 354

in Druck- und Farberei 16 12,6
Teilstrombehandlung 18 14,2 109 85,8

aus Druck- und Farberei 5 3,9

zur Warmeruckgewinnung 3 2,4

durch Neutralisation 4 3,2

3.4.1 Ubersicht Stand der Technik

Die zur Entfarbung und Behandlung von farbigen Textilabwassern eingesetzten Verfahren
gliedern sich mehrere Gruppen, die sich physikalischen, chemischen und biologischen
Bereichen zuordnen lassen. In Tabelle 6 sind die wichtigsten technischen Verfahren
dargestellt, die in der internationalen Literatur diskutiert werden. Bei einer 1998 erschienen
britischen Marktanalyse der DEMOS (Department of Trade and Industry Environmental
Options Scheme) wurden 30 Verfahren zur Behandlung farbiger Textilabwéasser gefunden,
die gréRtenteils technologischer Uberholung bediirfen, um finanzierbar zu bleiben [87].

So unterschiedlich wie die Farbeverfahren sind auch die Kombination von Verfahren, die den
jeweiligen betrieblichen Erfordernissen angepasst sind. Fir die Auswahl eines geeigneten
Verfahrens werden Kriterien wie Wasserloslichkeit, Polaritdt und Konzentration der Farb-
stoffe herangezogen. Unter Berlcksichtigung der Zielsetzung (Vorbehandlung, Entfarbung,
Mineralisierung, Recycling) missen die 6konomischen Gesichtspunktie bericksichtigt
werden. Chemische und physikalische Verfahren gelten als energie- und kostenintensiv,
wodurch die Entwicklung der in der Regel preiswerteren mikrobiologischen Verfahren von
Interesse ist [11], [88].

Zu so genannten ,Advanced Oxidation Processes (AOPs)“ werden der Einsatz von Fenton
Reagenz [H,O, und Fe(ll)], UV-Licht mit und ohne Katalysator (z.B. TiO,), H,O, und O3
gezahlt. Generell basieren diese Verfahren auf der Bildung von hoch reaktiven Radikal-
spezies wie dem Hydroxylradikal (‘OH). Der Vorteil liegt im dem im Vergleich zu anderen
Oxidationsmitteln hohen Oxidationspotential (siehe Tabelle 7). Die Eignung von Ozon-
isierungsverfahren bei der Behandlung von hoch belasteter Textilabwasserkonzentrate ist
aufgrund nicht ausreichender Entfarbeleistung in Frage gestellt [89].

Technische Bedeutung haben enzymatische Entfarbungsverfahren seit Ende 2000 durch die
Entwicklung des Produkts Baylase RP-System erlangt, das bei der Auswaschung von nicht
gebundenen Farbstoffresten nach einer dunklen Reaktivfarbung eingesetzt wird [91]. Es
ermoglicht die Reduzierung von neun auf sechs Prozessschritte bei der Farbung und fihrt zu
einer zeitlichen Einsparung von 30% sowie einem verminderten Wasserverbrauch von 20 L
K9 Baumwolle -, Aufgrund des Preisdrucks auf Hersteller und Anwender finden exotische und
wenig erprobte Verfahren wie die Anwendung von Cucurbituril, Lignin Peroxidase oder
Weilifaulepilz/ H,O, im Bereich der Entfarbung bislang keinen Einsatz.
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Tabelle 6: Methoden und Verfahren zur Entfarbung farbstoffhaltiger Abwasser [88], [89], [92]-

[98]
c
o = 3
Methode Verfahren -% g T 2 Eigenschaften
2 =c o< 8
e
i
w_m S ug £
Aktivkohle Absorption ++ - - - Regenerierung, Entsorgung
Anaerob/Aerob Mikrobiologie ++ ++ o+ + Entsorgung Uberschussschlamm
Cucurbituril Komplexierung + o Selektiv, Regeneration,
Elektrolyse Reduktion/ ++ - + - Schaumbildung,
Oxidation Elektrodenabnutzung
Fentons Reagenz Oxidation ++ - + - Schlammentsorgung
lonenaustausch + o+ + - lonische Farbstoffe,
Regeneration,
Konzentratentsorgung
lonenpaar- + - + Regenerierung,
extraktion Konzentratentsorgung, nur
ionische Farbstoffe
Koagulation/ Fest-Flussig- o ++ +/o o Schlammentsorgung, Nitrifikation,
Flockung Trennung CSB Eliminierung
Lignin Peroxidase Enzymatische - - - - Schlecht regenerierbar
Redoxreaktion
Membranen* Diffusion ++ ++ 4 - Reinigung, Konzentratentsorgung
NaOCI Oxidation + o+ o o Salzgehalterh6hung, Entstehung
chlorierter Nebenprodukte
Ozonisierung Oxidation + o+ o - Nebenprodukte, CSB
Eliminierung
Photokatalyse/ Oxidation + o+ + o wenig erforscht
H202/T|02/Zno
Ultraschall Radikal ++ - o - wenig erforscht
Weilifaulepilz/ Enzymatische + - wenig erforscht
H>0, Redoxreaktion

++ - sehr positiv, + positiv, o neutral/medium, - negativ, *Nanofiltration und Umkehrosmose

Neuere Entwicklungen im Bereich der elektrolytischen Behandlung von Textilabwassern sind
mit Entfarbeleistungen von Uber 90% viel versprechend. Um ihre Tauglichkeit fur den
Praxiseinsatz abzusichern, sind weitere Untersuchung unter Bericksichtigung der hohen
Salzgehalte durchzufihren. Auch die Beurteilung des Mineralisierungsgrades und der
Akkumulierung von Nebenprodukten bedarf weiterer Untersuchungen [89].

Tabelle 7: Oxidationspotentiale verschiedener Oxidationsmittel [90]

Prozess E, [V]
*OH + H +e"— H,0O 2,28
O; + 2H' + 2" — H,0, 2,07
H,O, + 2H" + 2e” — 2H,0 1,78
0, + 4H" + 2" — 2H,0 1,23
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3.4.2 Entfarbe- und Abbaumechanismen biologischer Verfahren

Azofarbstoffe und sulfonierte aromatische Verbindungen sind in der Natur weitestgehend
unbekannt und gelten als xenobiotische (lebensfremde) Substanzen. lhre chemischen
Eigenschaften sind auf die Erfordernisse farbiger Bedarfsgegenstdande wie Textilien
angepasst, d.h. hohe Stabilitdt gegenuber biologischen (Schweil3, Haut), chemischen
(Waschen, Reinigen) und lichtinduzierten Einwirkungen (UV-Licht). Bei der Entwicklung und
dem Design der Farbstoffe kénnen Aspekte wie die biologische Abbaubarkeit daher nicht
berlcksichtigt werden. Die biologischen Behandlungsmethoden, die zu einer Entfarbung
bzw. einem Abbau bis hin zu einer Mineralisierung fihren, gliedern sich im Wesentlichen in
die im Folgenden diskutierten Bereiche.

3.4.2.1 Adsorption

Die Adsorption oder Akkumulierung von Azofarbstoffen an Biomasse wird als Biosorption
bezeichnet. In der Abwasserbehandlung spielt sie als Begleiterscheinung eine unterge-
ordnete Rolle, da sie durch Veranderung von Prozessparametern nicht steuerbar ist. Neben
Belebtschlamm wurden die Biosorptionseigenschaften von Hefe und Pilzen getestet [97].

Tabelle 8: Adsorptionseigenschaften von Azofarbstofftypen [87]

Farbstofftyp: Adsorptions-Charakteristika

Acid stark wasserloslich, schwache Adsorption
Reactive stark wasserldslich; schwache Adsorption
Direct starke Adsorption

Disperse starke bis mittlere Adsorption

Basic starke Adsorption

Die auf lonentausch basierende Biosorption wird bei den verschiedenen Farbstoffklassen
unterschiedlich stark beobachtet. 20 von 87 Azofarbstoffen unterschiedlicher Farbstoff-
klassen zeigten an Belebtschlamm (0,5 g L") Biosorption, mit der eine 23%ige Entfarbung
der Farbstofflosung (100 mg L") erzielt wurde [99]. Eine Ubersicht der Adsorptions-
charakteristika ist in Tabelle 8 dargestellt.

3.4.2.2 Aerobe Verfahren

Aus Sicht der Vereinigung der Farbstoffproduzenten ,Ecological and Toxicological
Association of Dyestuffs Manufacturing Industry“ (ETAD) kénnen reaktive Azofarbstoffe ,in
Klaranlagen mit relativ kurzer Verweildauer und unter den vorherrschenden aeroben
Bedingungen biologisch praktisch nicht abgebaut werden.“ Die ETAD geht davon aus, dass
bei der hohen Wasserl6slichkeit von Textilfarbstoffen eine geringe Bioakkumulationstendenz
besteht. Unter anaeroben Bedingungen kann die Azobindung der Azofarbstoffe reduktiv
gespalten werden, so dass es zur Bildung lipophiler/hydrophiler aromatischer Amine
(Arylamine) kommt, die als gut biologisch abbaubar gelten [100].

Generell erfolgt der Abbau von Aromaten durch einen elektrophilen Angriff durch Oxy-
genasen, der aufgrund des Absinkens der Elektronendichte durch die Substitution mit
Sulfonat-, Azo- , Nitro- und Chlorgruppen erschwert wird [101]. Ein mikrobiologischer Abbau
bzw. die Entfarbung unter aeroben Bedingungen setzt die enzymatische Spaltung der
Azobindung voraus. Sie erfolgt z.B. durch Ausscheiden von Peroxidasen oder Laccasen
durch Pilze, die Uber radikalische Mechanismen eine unspezifische Oxidation herbeiflihren
[102]. Azoreduktasen, die auch in Gegenwart von Sauerstoff eine Reduktion der Azobindung
zulassen, sind spezifisch und erfordern die Gegenwart einer Hydroxygruppe in para- oder
ortho-Stellung zur Azobindung [103], [105]. Eine umfassende Ubersicht der mikrobiolo-
gischen Abbaumechanismen gibt [104]. Die Problematik der indirekten Einleitung von
farbigen Textilabwassern in kommunale Klaranlagen mit Belebtschlammbehandlung zeigt
sich in der deutlichen Verfarbung des Vorfluters [106].
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xsdyyyydUmfassende Untersuchungen der Entfarbung von azofarbstoffhaltigen Abwassern
zeigten, das 33 von 87 untersuchten Azofarbstoffen die Klaranlage
(Belebtschlammverfahren) unbe-handelt passieren. Bei 11 Farbstoffen wurde ein mdégliche
Abbaubarkeit und bei 23 eine partielle Abbaubarkeit festgestellt. Die restlichen Farbstoffe
adsorbierten am Belebtschlamm [99]. Ahnliche Beobachtungen zeigten, dass 11 von 18
untersuchten Azofarbstoffen das Belebtschlammverfahren unbehandelt passieren. Vier
Azofarbstoffe wurden weitestgehend adsorbiert und drei abgebaut [107], [108].

3.4.2.3 Anaerobe Verfahren

Hinweise auf die biologische initiierte Reduktion einer Azobindung wurden erstmals 1937
veroffentlicht [109]. Als Reaktionsprodukte der Spaltung der Azobindung werden zwei
aromatische Amine frei gesetzt (siehe Abbildung 4). Formal fungiert die Azobindung als
terminaler Protonenakzeptor unter reduktiven Bedingungen. Die Reduktionsmechanismen
wurden vorrangig an fakultativ anaerober intestinaler Bakterien untersucht, um Aufschluss
Uber die toxikologische Wirkung von beispielsweise Lebensmittelfarbstoffen auf Azobasis
und von ihnen freigesetzten potentiell toxischen aromatischen Aminen zu erhalten [56]. Die
in diesem Zusammenhang erhaltenen Ergebnisse flhrten zum Verbot verschiedener
Azofarbstoffe (siehe Kapitel 3.3, Seite 21).

R—N=—=N—~R, + 4[H] —> R;—NH,+ R,—NH,

Abbildung 4: Reduktion eines Azofarbstoffs zu aromatischen Aminen (R = aromatische
Substituenden)

Der Mechanismus der anaerob hervorgerufenen Reduktion der Azobindung wird auf
verschiedene Reaktionswege zuriickgefiihrt, die in Abbildung 5 dargestellt sind. Die flr die
direkte enzymatische Reduktion verantwortlichen Enzyme werden als Azoreduktasen
bezeichnet (siehe Aerob Verfahren). Die Reduktion kann auch auf die Reaktion nicht spezial-
isierter Enzyme wie Flavoproteine zurilickgefihrt werden, die neben Azobindungen auch
andere Verbindungen reduzieren kdénnen und von aerob lebenden Stdmmen produziert
werden [105]. Der Anteil an durch Azoreduktasen reduzierten Azoverbindungen ist
gegenlber unspezifisch reduzierenden Enzymen bei der anaerober Behandlung zu
vernachlassigen [110].

Die indirekte enzymatische Reduktion (siehe Abbildung 5, Il.), bei der in einer Zwischenstufe
Redoxmediatoren als Elektronenshuttle fungieren, hat eine wesentlich groRere Bedeutung
als die direkte enzymatische Reduktion (siehe Abbildung 5, I.). Dubin und Wright, 1975
beobachteten, dass die Reduktion von Azofarbstoffen extrazellular Gber einen nicht-enzyma-
tischen Redoxmediator verursacht wurde, der als Elektronenshuttle zwischen dem Farbstoff
und dem intrazellularen reduzierenden Enzymsystem fungiert [113].

Als Redoxmediatoren werden in der Literatur verschiedene im Cytoplasma vorhandene
Verbindungen diskutiert: reduzierte Flavine bzw Ko-Faktoren wie FADH,, FMNH,, Riboflavin
[114], [115] oder NADH und NADPH [116]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die
Zugabe kinstlicher Redoxmediatoren wie Chinone (2-Hydroxy-1,4-naphthochinon) die
Reduktion von Azoverbindungen beschleunigt [117]. Sie ermdglichen eine extrazellulare
Reduktion von ionischen Substanzen wie sulfonierten Azofarbstoffen, die nur schwer oder
gar nicht von Mikroorganismen aufgenommen werden kénnen. Die indirekte extrazellulare
Reduktion von Azobindungen durch Hydrochinone ist unabhangig vom Grad der Sulfo-
nierung und dem Molekulargewicht der Azoverbindung [102].

,Chinone sind als Redoxmediatoren besonders geeignet, wenn das Normalredoxpotential
des Chinon-Hydrochinon-Paares in einem ca. 200 mV breiten Bereich (,Redoxpotential-
fenster” zwischen Eq = -250 mV und -50 mV) liegt. Die untere Grenze dieses Bereichs ist
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durch die enzymatische Reduktion des Chinons, die obere durch die Geschwindigkeit der
abiotischen Azofarbstoffreduktion durch das Hydrochinon begrenzt [102].¢

Der Einsatz kinstlicher Redoxmediatoren erfordert keine speziell adaptierten anaeroben
Kulturen. Es eignen sich Schlamme aus einer konventionellen kommunalen Klaranlage.

l. Indirekte Enzymatische Reduktion

e-Donator Redoxmediator Azofarbstoff
Bakterie/
Enzym
. . aromatische
e -Donatorg; Redoxmediator,gy Amine
Il. Enzymatische Reduktion lll. Chemische Reduktion
e -Donator Azofarbstoff H,S Azofarbstoff
Bakterie/
Enzym
e~-Donator aromatische s aromatische
ox Amine 0 Amine

Abbildung 5: Mechanismen anaerober Reduktion [110]

Untersuchungen der anaeroben Reduktion von 20 unterschiedlichen Azofarbstoffen zeigten,
dass die Reduktionsraten stark variierten [110]. Speziell an Reaktivfarbstoffe mit einer
Triazylreaktivgruppe wurden vergleichsweise sehr geringe Reduktionsraten beobachtet. Die
Zugabe katalytischer Mengen an Redoxmediatoren (Anthrachinon-2,6-disulfonat, Riboflavin)
fuhrte zu einer Verbesserung der Reduktionsrate. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu
der Aussage, dass die Reduktion unabhangig vom Grad der Sulfonierung und dem
Molekulargewicht ist [102]. Um die kontinuierliche Zugabe recalcitranter kinstlicher Redox-
mediatoren zu umgehen, kann Aktivkohle als nicht I&sliche Alternative eingesetzt werden.
Die vorhandenen chinoiden Verbindungen an der Aktivkohle wirken bei der Reduktion der
Azofarbstoffe als Redoxmediatoren [110], [118].

Die Ubertragung von Elektronen vom Redoxmediator auf den Azofarbstoff kann extra- oder
intrazellular erfolgen. Der Stofftransport ins Cytoplasma, wo sich die Redoxmediatoren
befinden, ist wahrscheinlich der geschwindigkeitslimitierende Schritt bei der indirekten enzy-
matischen Reduktion. Dies belegen Untersuchungen mit Zellextrakten und lysierenden
Zellen, bei denen eine schnellere Entfarbung beobachtet wurde als bei intakten bzw.
lebenden Zellen [114], [119]-[120]. Der Grossteil der anaeroben biologischen Reduktion wird
extrazellular stattfinden und direkt durch periplasmatische Enzyme katalysiert oder indirekt
Uber die Redoxmediatoren, die von periplasmatischen Enzymen regeneriert werden [110].
Liebelt und Hempel beschreiben die Reduktion und Entfarbung in einem anaeroben
Batchreaktor zu 90% intrazellular enzymatisch und ordnen lediglich 10% extrazellularen
nicht-enzymatischen Vorgangen zu [121].

Bei der Farbung mit Vinylsulfon-basierten Reaktivfarbstoffen wird Sulfat abgespalten, das mit
dem Hydrolysat im Abwasser vorliegt. Sulfatreduzierende Bakterien (Desulfurikanten) nutzen
Sulfat oder elementaren Schwefel als Elektronenakzeptor bei der anaeroben Atmung (Sulfat-
Reduktion, Desulfurikation) und reduzieren diese zu Schwefelwasserstoff. In Gegenwart von
Azofarbstoffen als terminale Elektronenakzeptoren werden Sulfid zu elementarem Schwefel
oxidiert und die Azobindung reduziert (siehe Abbildung 5, Ill.).
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Tabelle 9: Redoxhalbpotentiale fur verschiedene biochemische Redoxreaktionen bei pH 7
und 25°C

Redoxhalbpotentiale Eo Transfer
(oxidiert/reduzierte Form) [mV]

2S05%/S,0,% + 2H,0 [122] 574  2e +4H*
NAD" /NADH+H[123] -320 2e + 2H"
So/HS [123] -270 2+ H’
So/H,S [124] -250 2e +2H"
FAD /FADH,[123] -220 2e + 2H"
FMN /FMNH, [123] -220 2e + 2H"
C.l. Reactive Orange 96 /aromatische Amine [125] -133 4e + 4H"

Eo = Umes *+ Upyagel [MV]; Upyager [MV] bei 20 °C: 210; bei 30 °C: 203; bei 40 °C: 196

Die Redoxpotentiale verschiedener bei der Reduktion von Azobindungen teilhabenden
Redoxsysteme sind in Tabelle 9 gegenibergestellt. Die Reduktion des Reaktivfarbstoffs
Reactive Orange 96 kann theoretisch mit allen aufgelisteten Redoxsystemen erfolgen [126].
Untersuchungen an Reinkulturen Desulfovibrio desulfuricans zur Entfarbung von C. |I.
Reactive Orange 96 und C.l. Reactive Red 120 zeigten, dass die Reduktion der Farbstoffe in
Gegenwart und Mangel von Sulfat erfolgt. Unter Verwendung von Pyruvat unter
Sulfatmangel sind wahrscheinlich die bei der Pyruvat-Fermentation freigesetzten Elektronen
uber Co-Enzym bzw. Redoxmediatoren fur die Azoreduktion verantwortlich. Die Pyruvat-
Fermentation korrelierte mit der Entfarbung der Azofarbstoffe [126], [127].

Tabelle 10: Redoxpotential-Schwellenwerte bei der Entfarbung von Azofarbstoffen

Schwellen- @-E, [mV] Bezugs- CFarbstoff behandelter Farbstoff Referenz

wert system (R. = Reactive)

Eo [mV]
-400 - unbekannt - Orange Il [113]
- 500 - Unbekannt Amaranth [113]
- 550 - Unbekannt Sunset Yellow [113]
- 580 - Unbekannt Ponceau SX [113]
- 620 - Unbekannt Ponceau 3R [113]
-670 - Unbekannt Tartrazine [113]
- 400 - Unbekannt 0,2g L Mordant Yellow 3 [128]

-50 bis —=250 Unbekannt Amaranth [102]

- 350" - 350 bis- 450 Unbekannt 20 gL R. Black 5, R. Red 198, [121]

R. Orange 107, R. Yellow
25, R. Red 159, R. Dark

Blue HRs
- 350 - 300 bis - 400 Pt/AgCI 0,08 mM Reactive Orange 96 [131]
- 200 - 200 bis - 400 Pt/AgCI 1,6 mM Reactive Orange 96 [131]
-420 - unbekannt 5gL”’ KKV-Restflotte (1:3) [132]
- 450 - 450 bis - 500 Unbekannt 100 mg L' Reactive Red 141 [129]

*Liebelt schreibt, dass etwa 90 % der Entfarbung der untersuchten Farbstoffe enzymatisch
unter Sauerstoffausschluss erfolgt. Die verbleibenden 10 % des Umsatzes begrundet er mit
nicht-enzymatischen Vorgangen, die ab einem Redoxpotential zwischen — 350 und — 450 mV
ablaufen. Im Vergleich zu anderen Untersuchungen, die mit anaeroben Biozonosen
arbeiteten, wurde bei dieser Arbeit eine aerobe Biozonose aus der aeroben Klarstufe eines
direkt einleitenden Textilveredelungsbetriebes herangezogen, die dann unter Luftabschluss
in Erlenmeyerkolben durchgefuhrt wurden. Der Versuchsansatz wird damit begrindet, dass
die vorhandenen fakultativ anaeroben Bakterien sich unter Nahrstoffmangel sehr schnell an
die Farbstoffe adaptieren [121].
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Das tatsachlich gemessene Redoxpotential im anaeroben Schlamm, bei dem eine Reduktion
eines Azofarbstoffs beobachtet wurde, liegt im Bereich zwischen —100 und —400 mV. Die
Tendenz zur Elektronenabgabe wird relativ zu der des molekularen Wasserstoffes
angegeben. Als Bezugselektrode dient eine Standardwasserstoffelektrode. Technisch
realisiert sind Platinmesselektroden mit AgCl-Bezugselektroden, wobei die Messwerte auf
die Wasserstoffstandardelektrode umgerechnet werden missen.

In vielen Publikationen ist die Bezugselektrode der angeflihrten Messwerten nicht
beschrieben. Verodffentlichungen, die Bezug auf das Redoxpotential nehmen, verbinden das
Absinken unter einen bestimmten Schwellenwert mit dem Entfarben der Azofarbstoffe. In
Tabelle 10 sind Angaben zu Redoxpotentialen aufgefiihrt, die als Schwellenwert fir eine
anaeroben Reduktion bestimmt wurden.

Zur Einstellung des Redoxpotentials anaerober Mischkulturen werden dem System
kontinuierlich C-haltige Co-Substrate zugefihrt. Als geeignete Co-Substrate werden Acetat
[133], Butanol [128], Ethanol [128], [133], Glucose [121], [128]-[130] Isopropanol [128],
Hefeextrakt [14], [130] oder Pyruvat [126] zugefiihrt. Ungeeignet sind Aceton, Toluol,
Chlorbenzol [128]. Methanol hat keinen Einfluss auf die Farbstoffreduktion [128]. Die teils im
Abwasser enthaltenen Schlichtmittel lassen sich anaerob als leicht abbaubare C-Quellen
verwenden, sind aber nicht in allen Farbereiabwéassern enthalten.

3.4.2.4 Anaerob-Aerobe Verfahren

Durch die Verbindung von anaeroben und aeroben Verfahren soll im ersten Schritt eine
reduktive Spaltung der Azobindungen herbeigefiihrt werden. Im zweiten, oxidativen Schritt
konnen die gebildeten aromatischen Amine weiter abgebaut bzw. mineralisiert werden. Die
Kombination von anaerob und aerober biologischer Behandlung gliedert sich in zwei
Bereiche, die sich durch die diskontinuierliche und kontinuierliche Prozessfihrung unter-
scheiden. In den diskontinuierliche ,Sequencing Batch* Prozessen wird ein Bioreaktor ab-
wechselnd anaerob und aerob betrieben, ohne einen Austausch der Biomasse. Der Aufbau
kontinuierlicher anaerob-aerob Verfahren besteht aus ein oder zwei anaeroben Bioreaktoren
und einem aeroben Bioreaktor. Die Aufsplittung der anaeroben Stufe in zwei Schritte
begriindet sich mit der Trennung von Versauerungs- und Methanstufe. In der Praxis werden
aus Kostengrunden beide Stufen in einem Reaktor zusammengefasst.

In der akademischen Forschung und Praxisanwendung haben sich die kombiniertem
zweistufigen anaerob-aerob Verfahren als am effizientesten hinsichtlich der Entfarbeleistung
gezeigt. Einen Uberblick zeigt Kapitel 3.4.3.

3.4.3 Entfarbeleistung anaerob-aerober Behandlungsverfahren

Die Untersuchung der Abbaubarkeit und Entfarbbarkeit von farbstoffhaltigen Abwéassern wird
hauptsachlich im Bereich der akademischen Forschung und Entwicklung vorangetrieben.
Verfahren, die sich im Labor- und TechnikumsmalRstab zur Entfarbung als geeignet erwiesen
haben, konnten als praxistauglich im industriellen Bereich zur Abwasserbehandlung
eingesetzt werden. In Tabelle 11 sind die Entfarbergebnisse der Behandlung von Modell-
und Realabwassern aus ausgesuchten akademischen und industriellen Anwendungen
aufgelistet. Zur Vereinfachung sind die Durchsichtigkeitsfarbzahlen (DFZ) als gewichtete
DFZ bezogen auf die gesetzlichen Wellenlangen nach Gleichung 1 berechnet. Der gemittelte
Grenzwert fiir die Indirekteinleitung liegt nach dieser Berechung bei 5 m™.

DFZ2 56 + DFZ%,,s + DFZ2,, [m?] Gleichung 1
DFZ,,, + DFZ,, + DFZ,,,

DFZ =

Bei den meisten Untersuchungen zur biologischen Entfarbung mit anaerob-aeroben
Verfahren liegen die eingesetzten Farbstoffkonzentrationen im Milligrammbereich deutlich
unter 1 g L™ und im Bereich von DFZ < 1500 m™. Aufgrund der groRen Anzahl an Arbeiten
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zur biologischen Entfarbung sind hier nur diejenigen Arbeiten genannt, bei denen die
Behandlung von Konzentraten bzw. den industriellen Einsatz eines anaerob-aeroben
Verfahrens beschrieben wird. Die erste grundlegende Untersuchung zur Entfarbung von
Konzentraten liegt seit Ende 2004 vor [31]. Im Vergleich zu anderen biologischen Verfahren
zur Entfarbung weitaus geringerer Konzentrationen werden bei dieser Arbeit sehr gute
biologische Abbauraten verschiedener Textilabwasserkonzentrate erzielt, mit denen die
Einhaltung der geforderten 95%igen Entfarbung als auch die Einhaltung der Durchsichtig-
keitsfarbzahlgrenzwerte erzielt werden kann. Die bislang im industriellen Einsatz
beschriebenen anaerob-aeroben Verfahren werden gekoppelt mit Membrantechnik zur
Entfarbung verdiinnter Textiimischabwasser eingesetzt [134].

Tabelle 11: Entfarbeleistungen ausgewahlter kontinuierlicher anaerob-aerob Verfahren in
Forschung und Industrie

. Anaerob  Aerob
gi
S 8
=2 — —
g ~— D o
8 22 E 2 E :f
Y= =
s 8 25 ¥ & ¥ 5
Referenz  Verfahren Abwasser g & _wW n u_ﬁ A & S
Sasours, Kontinuierliche Restflotte 4 4 5813 591 89,8 7,4 99,9
2004 [31] anaerob-aerob, KKV/Appretur
Pilotanlage (1:4)
Restflotte 10 4 3627 170 953 3,6 999
KKV/Appretur
(1:4)
Reaktiv-Druck- 4 4 3171 848 73,3 21,5 99,3
pastenreste
Reaktiv-Druck- 10 4 19139 104 99,5 1,7 100
pastenreste
Reaktivfarb- 4 4 8932 278 96,9 11 99,9
stoffkonzentrat
Krulletal., Sequenced Restflotte 3 7 4810 1601 66,7 102 97,9
1999 [132] Batch, KKV/Appretur
Laboranlage (1:3)
Dopkens, Kontinuierlich  Mischabwasser 1,5 0,1 52,3 15 72 6,8 87
2004 [134], anaerob- Textilveredelung
Krull et aerob- Recyclinstrom
Dépkens, Ultrafiltration-
2004,[135] Ozonisierung,
Industrie-
anlage
Kontinuierlich  Mischabwasser 1,5 0,1 81,7 - - 449 45
anaerob- Textilveredelung
aerob- Abwasserstrom
Ultrafiltration,
Industrie-
anlage
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4 Prozessanalysentechnik in der Biotechnologie

Nach 1950 hat die chemische Analysentechnik eine rasche Entwicklung und eine dyna-
mische Erneuerung erfahren. Durch die Kommerzialisierung von chromatographischen
Instrumenten konnte eine Verklirzung der Analysenzeit, die Senkung der Nachweisgrenzen,
die Miniaturisierung der analytischen Gerate und die Entwicklung von Geratekombinationen
erzielt werden, die unter der Bezeichnung Totale Analysensysteme (TAS) bekannt sind. Eine
Reduzierung der Analysendauer um das 10000 fache und ein Absinken der Nachweisgrenze
um eine GrofRenordnung pro Jahrzehnt sind nachweisliche Ergebnisse dieser Entwicklung.
Mit der Entwicklung miniaturisierter Totale Analysensysteme (UTAS) besteht die Moglichkeit
mobiler Analysatoren. Die Probe wird nicht mehr zum Analysator gebracht, sondern der
Analysator unmittelbar zur Probe [136].

Prozesskontrolle hat neben der chemischen Industrie eine wachsende Bedeutung im Bereich
der biotechnischen Herstellung von Chemikalien und pharmazeutischen Produkten [137]-
[140]. Die von Widmer propagierte Meinung, dass sich die industrielle chemische Analysen-
technik im Sinne einer in den Prozess integrierten Qualitatssicherung etablieren muss und
auch unter 6konomischen Gesichtspunkten gegentiiber der klassischen analytischen Quali-
tatssicherung rechtfertigen lasst, findet vermehrt Zuspruch [141]-[146].

Aktuelle Kostenvergleiche zwischen Labor- und Prozessanalyse zeigen, dass schon ab einer
Analyse pro Tag eine Prozessanalyse kostenglnstiger sein kann als eine Laboranalyse
[142]-[144]. Anwendung findet die Prozessanalysentechnik in der verfahrenstechnischen
Produktion in den Bereichen Prozessfiihrung und Prozessoptimierung, Arbeitssicherheit,
Anlagensicherheit und Umweltschutz. Die Investitionskosten fur analytische und prozess-
analytische Einrichtungen belaufen sich beim Neubau einer verfahrenstechnischen Anlage
auf etwa 5% der Gesamtinvestitionskosten, wobei drei Beweggriinde eine Rolle bei der
Anschaffung von Prozessanalysenmesstechnik spielen: Profiterhhung, Arbeits- und
Betriebssicherheit und Minimierung negativer Einflisse auf die Umwelt [145].

Tabelle 12: Instrumentelle Analysentechniken in der Bioprozessanalysenmesstechnik [140],
[148]-[151]

Analysator Einsatz

UV-VIS Spektrometer (UV-VIS) Insitu und online Monitoring in der flissigen
Phase

Fluoreszens-Spektroskopie Zellkonzentrationsmessung,

Zellmetabolismus
Nuklear-Magnetische-Resonaz-Spektroskopie Zellmetabolismus

(NMR)

Fourier-Transformations-Nahinfrarot- Insitu Monitoring in komplexen Matrizes, z.B.
Spektrometer (FT IR) Fettsauren in Bioreaktoren
Nah-Infrarot-Spektrometer (NIR) Gasanalyse
Fourier-Transformations-Mikrowellen- Gasanalyse (Ozon)

Spektrometer (FT MW)

Biosensoren (Kombination eines In-Situ-Einsatz zellfreier LOsungen, nahezu

Mikroorganismus, Antikdrpers, Enzyms, etc. = Realzeitsignale bei hoher Selektivitat
mit einem Messumformer)

Die Prozessanalysentechnik dient der automatisierten Bestimmung von Stoffkonzentration,
wobei die Probe automatisiert enthommen, aufbereitet und dem Analysengerat zugefihrt
wird. Im Unterschied hierzu werden bei einer Inline-Messung ein elektrischer oder optischer
Sensor direkt in das Messmedium eingebracht und ein Konzentrationssignal geliefert [147].
Einen umfassenden Uberblick (iber die Analysatoren, Anwendungen und Stand der Technik
geben verschiedene Reviews [148]-[153].
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In der Biotechnologie unterscheidet man bei der Online-Analytik von Fermentern Techniken
zur Einzelstoffanalyse und zur Multikomponentenanalyse wie der Chromatographie, deren
Einsatz bestimmt ist durch Anzahl der Analyten, Probenkomplexizitat, Probenmatrix und
Probenfrequenz [154]. Eine Unterstitzung fur die Weiterentwicklung und Optimierung
prozessanalytischer Methoden wird durch die Initiative der Food and Drug Administration,
USA (FDA) ,Process Analytical Technologies“ gegeben [141]. Sie hat zum Ziel, unter Einsatz
von Prozessanalysentechnik Prozesse zu entwickeln und zu gestalten, die eine vordefinierte
Produktqualitat am Ende des Prozesses gewahrleisten. Der Stand der Technik von Prozess-
analysentechnik im Bereich von Fermentern, Bioreaktoren und Klaranlagen wird mit Schwer-
punkt auf Probenahme, flissigchromatographische Methoden und Einsatz von Massen-
spektrometrie bei flissigen Proben im Folgenden dargestellt. Tabelle 12 gibt einen Uberblick
weitere prozessanalytische Techniken, die im Bioprozessmonitoring eingesetzt werden.

4.1 Online-Probenahmetechniken fiir flissige Medien

In der Biotechnologie ist die Probenahme fliissiger Proben aufgrund der Zusammensetzung
der Probenmatrix nur unter bestimmten Vorraussetzungen automatisierbar. Ziel ist es, mit
geringer Verzdgerungszeit eine reprasentative Probe ohne Analytverlust fir die Analyse
bereitzustellen [154]. Eine mdgliche Online-Probenahmetechnik und Probevorbereitung ist
die Filtration. Hierbei kdnnen je nach Porengrofie des Filters Feststoffe von der Analyse
ferngehalten werden.

Eine wesentlich selektivere Probenahmetechnik ist die Membrantechnik. Neben Feststoffen
werden ab einer molekularspezifischen Trenngrenze (Molecular Weight Cut Off — MWCO)
stérende chemische Verbindungen zurtickgehalten. Die Membraneinlasstechnik hat sich seit
den 60iger Jahren im Bereich der Online-Probenahme in Kopplung mit der
Massenspektrometrie zur Uberwachung von Gasen und fliichtigen Verbindungen (z. B.
Ethanol, Sauerstoff, Kohlendioxid) aus Bioreaktoren und Fermentern etabliert [155]. Sie ist
auch die bei Bioreaktoren und Fermentern am haufigsten eingesetzte Probenahmetechnik
zur Probenahme flissiger Proben, die sich in verschiedene Techniken wie die Nicht-
Membran basierte Probenahme, Dialyse, Elektrodialyse, Filtration (Mikro- und Ultrafiltration)
und Membranextraktion untergliedern lasst [154], [156]-[159]. Die Membranextraktion
ermoglicht neben der Probenahme eine spezifische und selektive Probenanreichung [159]-
[160]. Einen umfassenden Uberblick der Probenahmetechniken fiir Kopplung mit Massen-
spektrometrie gibt Lennemann [161].

Membranbasierte Probenahmesysteme unterscheiden sich im Mechanismus des
Stofftransports durch die Membran. Bei Dialysemembranen ist der Konzentrationsgradient
verantwortlich flr den Stofftransport der Analyten durch die Membran, d.h. der Stofftransport
wird nach dem Ldsungs-Diffusions-Modell beschrieben. Untersuchungen zeigen, das die von
den Herstellern angegebenen molekularen Membrantrenngrenzen bei Ultrafiltrations- und
Nanofiltrationsmembranen neben dem Molekulargewicht stark von der chemischen Struktur
(Solvathtille) und ihrem Lésungs-Diffusions-Verhalten in der Membran abhangig sind.

Die Mikrofiltration bendtigt einen Druckgradienten, der zu einem konvektiven Stofftransport
durch die Membran fihrt. Oftmals entwickeln diese Membranen durch Deckschichtbildung
einen Ld&sungs-Difffusions-kontrollierten Anteil am Stofftransport. Das kann zu einem
Ausschluss von hohermolekularen Verbindungen bei gleichzeitiger Durchlassigkeit fir
Ethanol oder Glukose fiihren [162]. Bei Einsatz von Membranen im biotechnologischen
Bereich ist die regelmaflige Reinigung zur Aufrechterhaltung der Permeatflussleistung
unbedingt erforderlich. Durch die Porenstruktur der Mikrofiltrationsmembranen im Bereich
von 0,1 - 1 um sind diese besonders fiir Verblockungen durch Partikel anfallig [154].

Bei der etablierten Online-Analysentechnik von Klaranlagen werden Ultrafiltrations-
membranen zur Probenahme flir photometrische und potentiometrische Analyseverfahren
eingesetzt [20]. Daneben werden auch Mikrofiltrationssysteme eingesetzt [163]. Andere
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Verfahren nutzen die Sedimentation oder auch klassische Porenfiltereinheiten zur
Abscheidung von Feststoffen aus der Probe [18]-[19].

In der Wasseranalytik (Oberflachengewasser, Trinkwasser, etc.) eingesetzte automatisierte
Probenvorbereitungstechnik wie die Fest-Phasen-Extraktion (Solid Phase Extraction — SPE)
und Fest-Phasen-Mikroextraktion (Solid Phase Microextraction — SPME) findet hauptsachlich
Einsatz in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik sowie der klinischen Analytik [164]. Diese
eignet sich auch zur automatisierten Probenahme in feststoffhaltigen Matrizes wie
Klarschlamm. Wenn SPE oder SPME automatisiert sind und die Analyse in direkter Folge
automatisiert durchgefuhrt wird, bezeichnet man diese Art der Probenvorbereitung als
Online-SPE bzw. Online-SPME. Die Probenahme erfolgt offline. Riu et al., 1998 setzten eine
automatisierte SPE als Probenvorbereitung fir eine CE-UV und CE-MS zum Nachweis
sulfonierter Azofarbstoffe in Grundwasser und Industrieabwéassern ein. Bei einem
Anreicherungsvolumen von 300-500 mL konnten Nachweisgrenzen von bis zu 10 ug L™ fir
einen Farbstoff bei der CE-UV erreicht werden [80]-[81]. Eine der SPE verwandte
Probenvorbereitung ist die Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD), wie sie von Dachtler et
al., 2001 zur Extraktion von Lutein und Zeaxanthin Stereoisomeren aus Spinat und Retina in
Kombination mit HPLC-MS und HPLC-NMR online eingesetzt wurde. Die Arbeit zeigt weiter,
dass sich die MSPD gut zur Extraktion sauerstoff- und lichtempfindlicher Substanzen eignet
[165].

2000 konnte Pretty erstmals ein elektrochemisches Verfahren (Electrochemically Modulated
Preconcentration and Sample Matrix Elimination - EMPM) zur Online-Probenvorbereitung mit
Matrixabtrennung und Aufkonzentrierung gekoppelt mit ESI-MS demonstrieren [166]. Dieses
Verfahren stellt eine Alternative zu den klassischen Probenvorbereitungsverfahren dar, da
durch die Variation des Potentials an der stationaren Phase eine selektive Abgabe der
Analyten erfolgen kann, die weitestgehend unabhéngig von der Zusammensetzung des
Eluenten ist. Ein Einsatz zur Beprobung von Bioreaktoren oder Fermentern ware denkbar.

Neue Probenahmesysteme werden durch einen Zusammenschluss von akademischen und
industriellen Analytikern aus den U.S.A. in der ,New Sampling and Sensor Initiative*
entwickelt [150]. Ziel dieser Initiative ist es, die Akzeptanz und den Einsatz modularisierter,
miniaturisierter und kompakter Probenahmesysteme zu etablieren und auf Grundlage der
Halbeiter Standards der Instrument Society of America fur die Adaption an die chemische
Industrie zu standardisieren. Der Einsatzbereich der entwickelten Module sind chemische
Prozesse, die mit Hilfe von Realzeit-Prozessinformation optimiert und Gberwacht werden
kdénnen.

4.2 Summenparameterprozessanalysatoren

Wichtige online-messbare und abwasserrelevante Summenparameter im kommunalen und
industriellen Klaranlagen, Bioreaktoren und Fermentern sind in Tabelle 13 aufgelistet. Als
MessgroRe fir den Gesamtkohlenstoffgehalt und die damit verbundene organische
Wasserbelastung einer flissigen Probe wird der ,Totale Kohlenstoffgehalt (Total Organic
Content - TOC)“ bestimmt. Der Anteil des gelosten organischen Kohlenstoffs wird Uber den
,Dissolved Organic Content® (DOC), der Anteil des fllichtigen Anteils tber den ,Volatile
Organic Content* (VOC) bestimmt . Der chemische Sauerstoffbedarf (CSB) schlief3t alle
chemisch oxidierbaren Verbindungen ein, der BSB erfasst die biologisch oxidierbaren
Verbindungen. Der Totale Stickstoff-Gehalt (TN) einer Probe erfasst den Anteil des
gesamten geldsten organischen (so genannter Ammoniumstickstoff N-NH;) und
anorganischen Stickstoffs (NOy).

Elektrochemische Sensoren sind im Bioprozess-Monitoring die haufigste eingesetzten
Sensoren zur Bestimmung von pH-Wert und Sauerstoffkonzentration. Mit neuen Sensoren
kénnen Uber optische Messungen der Sauerstoffgehalt und geléste Kohlenstoff bestimmt
werden [167]. Die neuere Generation der on- bzw. inline UV-VIS-Spektrometer ermdéglicht
Uber die Messung spektraler Absoptionskoeffizienten einhergehend mit Methoden und
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Kenndaten die Bestimmung von CSB. Uber eine anwenderspezifische Kalibrierung erfolgt
Uber die Umrechnung in TOC, DOC oder BSB [168].

Tabelle 13: Online messbare abwasserrelevanten Summenparameter

Messaufgabe Online-Methode

pH-Wert Potentiometrisch

TOC/VOC Katalytische Verbrennung mit IR-Detektion (mit VOC-Kanal), Verdiinnung
und Filterung; UV-VIS

TN Verbrennungs-/Chemilumineszenz-Methode

CSB Oxidierung mit Ozon - Sensorische Sauerstoffmessung in der Gasphase,
Elektrochemisch, Spektroskopisch

BSB Erfassung als Kurzzeit-BSB (Respirationsrate)

DOC Reinstwasser DOC (UV-Zersetzung und Leitfahigkeitsmessung)

UV-VIS (inline) Xenon Blitzlampe mit DAD, Fiberoptische Spektrometer

4.3 Einzelkomponentenprozessanalysatoren

Die wesentlichen und fir die Beurteilung eines Abwasserbehandlung kontinuierlich zu
messenden Einzelparameter sind Stickstoff, Phosphat, Nitrit und Nitrat. lhre Bestimmung
wird in Klaranlagen mit biologischer Abwasseraufbereitung vornehmlich mit Systemlésungen
umgesetzt. Sie ermdglichen es, die Reinigungsleistung betreffende Parameter parallel oder
sequentiell kontinuierlich und kostenglinstig zu erfassen [18]-[20]. Die Online-Erfassung der
Parameter Ammonium, Nitrit, Nitrat und Phosphat erfolgt Uber Fliessinjektionsanalyse mit
photometrischen oder potentiometrischen Verfahren. Regelungen und Steuerung fur die
Fallmittelzugabe (Phosphatreduzierung) und den Sauerstoffgehalt (Ammoniumkonzentration)
kénnen so realisiert werden. Mit dem Einsatz einer Datenfernibertragung kénnen die Werte
direkt an Umweltbehdrden Ubermittelt werden [18]. Flichtige Verbindungen wie Gase und
VOCs werden Uber die Gaschromatographische, Massenspektrometrie oder Infrarot-
Spektroskopie erfasst (siehe Tabelle 12 und Kapitel 4.4.2)

4.4 Mehrkomponentenprozessanalysatoren

4.4.1 Prozessflissigchromatographie

Chromatographische Techniken wie die HPLC und GC werden im Aufgabenfeld des
Bioprozessmonitorings aufgrund ihrer hohen Informationsdichte, Selektivitdt und der
Méglichkeit zur Multikomponentenanalyse trotz ihrer relativen hohen Kosten und geringen
Analysenfrequenzen (5 h” bei HPLC) als favorisierte Techniken angesehen [139]. Als
Nachteil der HPLC mit ihren unterschiedlichen Detektoren wird die lange Analysendauer
genannt. Einen Rulckblick auf die Fortschritte des Monitorings und der Kontrolle von
Bioprozessen der letzten 20 Jahre gibt Schiigerl, 2001 [140]. Als einen weiteren Grund fur
die lange Analysendauer bei biologischen Proben nennt er die Probenvorbereitung zur
Abtrennung stérender Proteine, die zu einer verkirzenden Lebensdauer der analytischen
Saule fuhren. Chromatographische Online-Bioprozessmonitoring-Systeme  werden
hinsichtlich akademischer und industrieller Anwendung und Entwicklung unterschieden.

Die akademische Forschung hat im Bereich der Fermentertechnik Anfang der 90iger Jahre
an der Universitat Witten-Herdecke einen Bioreaktor entwickelt, der unter Einsatz von online
betriebener HPLC und Free-Flow-Elektrophorese selbstoptimierend betrieben werden konnte
[169]. Aus der gleichen Arbeitsgruppe wurde 1994 eine Online-HPLC-Aminosaureanalytik
vorgestellt, die zur Steuerung und sogar Regelung benutzt werden kann [170]. Die
Kombination von online Ultrafiltration gekoppelt mit HPLC und UV-VIS-Detektor sowie
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Refraktometer zur Prozessuberwachung einer Aspergillus niger Fermentation wurde von van
de Merbel et al. dargestellt [171].

Eine online Analytik durch HPLC fir die Bestimmung der Zusammensetzung von
Fermentationsmedien stellten Hottecke et al., 1996 vor. Die online HPLC wurde in dieser
Arbeit fur eine Regelung der Substratkonzentration in Bioreaktoren genutzt. Wichtige
Voraussetzung daftir war die Abstimmung von Totzeiten und Analysezyklen auf die
Kontrollzeit [172]. Liu et al., 2001 erprobten ein PC basiertes online Monitoring und ein
Steuerungssystem fiir Fermentationsprozesse. Ein automatischer Probenehmer wurde an
ein HPLC-System gekoppelt, den man Uber eine Steuerungssoftware automatisierte. So
konnten verschiedene Parameter wie Riuhrergeschwindigkeit, Gasfluss, pH-Wert, Feed-Fluss
und Glucose- sowie Ethanol-Konzentration online gemessen werden [173]. Weitere chro-
matographische Anwendungen mit Kopplung an membranbasierte online Probenahme
diskutiert van de Merbel [159].

Tabelle 14: Kommerzielle Anbieter von Prozesschromatographen

Hersteller Bezeichnun Detektoren Anwendungsgebiete
Bayer BaychroMAT™ (GC, unbekannt Bestimmung der
Technology HPLC, GPC) Molmasse in
Services Polymeranlagen,
Prozesskontrolle,
Nebenkomponenten im
ppm-Bereich,
Isomerenbestimmung
Dionex DX 800 UV-, Leitfahigkeits-, und  Spurenbestimmung in
Prozesschromatograph  Elektrochemischer Reinstwasser, org.
(LC) Detektor Sauren bei
Nylonherstellung,
Nitrit/Nitrat Klaranlage,
Fermenter-Monitoring
[182]
Agilent 6850, 6890, Micro GC  Warme-Leitfahigkeits- Gasanalyse, VOCs
3000 Detektor (WLD),
Flammen-lonisations-
Detektor (FID), Stickstoff-
Phosphor-Detektor
(NPD), S-Detektor,
Heliumionisations-
Detektor (HID)
Siemens MicroSAM Prozess- WLD, FID, Flammen- Gasanalyse, VOCs

Gas-Chromatograph,
MAXUM edition Il

photometrischer Detektor
(FPD), Elektroneneinfang-
Detektor (ECD), HID,
Elektrolytischer
Leitfahigkeits-Detektor
(ELCD)

Neben dem akademischen Bereich der online HPLC zur Prozesskontrolle bzw. Prozess-
monitoring im biologischen Prozessen werden online HPLC-Methoden auch in der Umwelt-
analytik eingesetzt. Entwicklungen aus der umweltanalytischen Forschung zielen auf eine
automatisierte Target-Analyse zur Abwasseriberwachung ab. Die meisten Methoden
beruhen auf einer automatisierten Festphasenextraktion (SPE) oder Immunosorbentien zur
Probenvorbereitung und Anreicherung von Abwasserinhaltsstoffen (Nitroaromaten, aroma-
tische Amine, etc.), flissigchromatographischen Trennung und Kopplung mit Dioden Array
Detektion und Massenspektrometrie. Die Probenahme erfolgt offline, so dass diese
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Verfahren insgesamt nicht zu den vollautomatisierten kontinuierlichen online Verfahren
gezahlt werden [174]-[176].

Die Weiterentwicklung der LC-MS-Technik hat dazu gefiihrt, dass im Bereich der
Umweltanalytik Screening-Methoden zur simultanen Target-Analyse von 100 Pestiziden
entwickelt wurden [177]. Die Entwicklung monolithischer Saulen und 1,8 pym-Saulenmaterials
(Zorbax Rapid Resolution HT Columns, Agilent) ermdglicht durch die Einflhrung von
sogenannten High-Speed- und High-Through-Put-Analysen die zeitliche Optimierung vieler
Methoden beim pharmazeutischen Screening [178], [179].

Die Anwendung eines industriell eingesetzten, vollautomatisierten, kontinuierlichen, online
Systems zur Uberwachung des Klaranlagenzulaufs ist bei der BASF in Ludwigshafen
bekannt [180]. Mit Hilfe eines automatisierten HPLC-DAD-Systems mit dem Namen Hydra
(Hydrophilen Analysator) wird im 30-Minuten-Takt der Abwasserzulauf der Werksklaranlage
auf polare Abwasserinhaltsstoffe aus den Produktionsabwassern einem Monitoring
unterzogen. Bei Uberschreitung von Grenzwerten einzelner Verbindungen kann der
belastete Abwasserteilstrom nach Bedarf in Auffangbehaltern zwischengelagert werden, um
die Klaranlage vor Stossbelastungen zu schitzen. Parallel wird ein GC-MS mit Wasser-
aufgabe (ARGUS - Analysensystem zur Registrierung gefahrlicher oder ungewdhnlicher
Stossbelastungen) betrieben, die zur Uberwachung der Konzentration fliichtiger Verbin-
dungen im Abwasser dient [181]. Viele der industriell eingesetzten Methoden und ihre
Anwendungsbereiche sind unveréffentlicht, da der Einsatz prozessanalytischer Verfahren ein
Know-how-Vorteil gegenuber Konkurrenten darstellt. Zur Vervollstdndigung sind in Tabelle
14 verschiedene kommerzielle Anbieter von Prozesschromatographen und ihre
Anwendungsgebiete dargestellt.

4.4.2 Prozessmassenspektrometrie

Bereits in den 80iger Jahren beschreiben Scrivens und Ramage die Entwicklung der online
Massenspektrometrie [183]. Zu diesem Zeitpunkt hat sie sich bereits in der Multikompo-
nentengasanalyse etabliert. Die Standardausstattung bestand aus einem Elektronenstoss-
lonisierungsquelle (El), Quadrupol Massenspektrometer und Farraday-Cup-Detektor oder
Elektronenvervielfacher. Die Schwerpunkte der Anwendung von online Massenspektrometrie
gliedern sich in die drei Analysenbereiche:

= Gase und flichtige Verbindungen
= Pyrolyse
= nicht-flichtige Verbindungen in flissigen Proben

Ein Ubersicht tber die Massenspektrometrie in der Biotechnologie mit Schwerpunkt auf
Gase, fliichtige Verbindungen und Pyrolyse zur Uberwachung und Kontrolle von Bio-
reaktoren und Fermentern geben Heinzle et Reuss und Heinzle [184]-[185]. Der aktuelle
Stand ist in verschiedenen Zusammenfassungen enthalten [148]-[150]. Kurzlich verdffent-
lichte Arbeiten beschreiben den Einsatz der Online-MS zur quantitativen Analyse fliichtiger
Verbindungen in der Lebensmitteliberwachung wie der Acrylamidbildung mittels Proton-
Transfer-Reaction-MS [186], Laser-MS als Online-Sensor zur Prozessiberwachung von
Aromastoffen bei der Kaffeeréstung und im Bereich der Umweltanalytik zur Raumluftiiber-
wachung auf Anasthesiegase in Postanasthesiepflegerdaumen mit Proton-Transfer-Reaction-
MS [187]. Der Vorteil von chemischen lonisierungsmethoden (Chemical lonization Mass
Spectrometry — CIMS) wie der Proton-Transfer-Reaction-MS liegt in der Form der selektiven
und weichen lonisierung einzelner Verbindungen in komplexen Gemischen, bei der eine
geringere Fragmentierung erfolgt als bei der klassischen EI [188].

Die Analyse schwer und nicht fliichtiger Verbindung aus flissiger Probe erfordert die LC-MS-
Kopplung mittels Interfacetechniken wie ,Electrospray lonisation® (ESI) Interface, ,Atmos-
pheric Pressure Chemical lonisation” (APCI) Interface oder ,Atmospheric Pressure Photo-
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ionisation® (APPI) Interface. Kopplungen von ESI-MS oder APCI-MS mit automatisierter
Probenahme zur Online-ESI/APCI-MS im Bereich der Biotechnologie sind nicht bekannt.

Schugerl bezeichnet die online LC-MS im Jahr 2001 als nicht durchfiihrbar, da die Proben-
vorbereitung Erfahrung und Zeit bendétigt [140]. Die Hauptproblemstellung fir die Umsetzung
von Online-ESI/APC/APPI-MS-Methoden ist wie in der Offline-LC-MS die Reduktion von
Matrixeffekten, die die lonisierung stéren und zu wenig empfindlichen und schlecht reprodu-
zierbaren Messungen fiihren. Trotz der enormen Entwicklung dieser Technik bei der Analyse
schwer und nicht flichtiger Verbindung aus flissiger Probe, wird die Anwendung in der
Prozess-Massenspektrometrie zur Zeit aufgrund der nicht ausreichenden Genauigkeit und
Prazision in der Quantifizierung in Frage gestellt [189].

Einige aktuelle Arbeiten zeigen, dass sich die Online-LC-MS in verschiedenen Bereichen als
Prozessanalysentechiken einsetzen lasst. Ferguson et al. entwickelten eine ESI-MS-
Methode zur Bestimmung von drei steroiden Estrogenen in Abwasser in Kopplung mit einer
Immunoaffinitatsextraktion. Der Einsatz der hochselektiven Immunosorbentien erlaubt eine
nahezu vollstdndige Matrixeliminierung, die in Wiederfindungsraten von >90 % wider-
gespiegelt werden [190]. Nahezu Echtzeit-Online-Massenspektrometrie mit Membraneinlass-
technik (MIMS) wurde zur quantitativen Bestimmung von Methanol in wassrigen und
gasférmigen Proben benutzt. Die Membran trennt dabei das unter Vakuum stehende EI-MS
von der Probenahmestelle. Der Stofftransport des Methanols durch die Membran erfolgte
nach dem Prinzip der Pervaporation [191]. Eine Anwendung in der industriellen Prozess-
Uberwachung zur Online-Multikomponentenanalyse von Spuren-Kontamination in der
Halbleiterherstellung wird in Form eines ,In-Process Mass Spectrometry Trace Conta-
mination Analyzers (IPMS TCA)“ mit einem ESI-TOF-MS beschrieben [192]. Den aktuellen
Stand der Geratetechnik in der LC-MS beschreibt [193].

In der quantitativen Prozess-Massenspektrometrie spielt die ,day-to-day“- und die ,period-to-
period“-Reproduzierbarkeit eine enorme Rolle, da eine hohe Genauigkeit und Richtigkeit des
Analysenwertes Vorraussetzung in der Prozessanalyse ist. Die Entwicklung von Modellen
zur Beurteilung und Einschatzung der wechselnden Empfindlichkeit von Massenspektro-
metern soll helfen, Vorhersagen fir Genauigkeit von Messwerten treffen zu kénnen [194].

4.4.3 Multiprozessanalysatoren

In der Bioprozessanalytik erweist sich der parallele Einsatz von Mehrkompontenanalysatoren
und die datentechnische Auswertung mittels multivariater statistischer Datenanalyse als
aulerst effektiv fir das Monitoring von biologischen Prozessen in Bioreaktoren und
Fermentern. Unter Einsatz einer elektronischen Nase (EN), eines Nahinfrarotspektrometers
(NIRS) und eines Massenspektrometers konnte ein Modell zur Bioprozesskontrolle
entwickelt und am realen Prozess validiert werden [195].

,Da viele biologisch relevante Parameter bei einer Kultivierung oftmals gar nicht oder nur
schwach direkt bestimmt werden kénnen, wendet man zunehmend so genannte Software-
sensoren an. Mit Hilfe von z.B. Luenberger- oder Kaman-Filtern kann aus den erzielten
Messdaten der Status der betrachteten Prozesse vorhergesagt werden, auch wenn direkte
Messdaten z.B. der Substratkonzentration nicht zur Verfiigung stehen. Mit Hilfe neuronaler
Netze oder auch der Hauptkomponentenanalyse kénnen weiterhin Daten vorangegangener
Prozesse genutzt werden, um einen aktuellen Prozess zu bewerten [162].*
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5 Prozessanalytische und verfahrenstechnische
Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung fiir das prozessanalytische Monitoring des biologischen
Abbauverhaltens ausgesuchter Azofarbstoffe teilt sich in zwei Aufgabengebiete. Im ersten
Teil wird die Entwicklung und Etablierung eines instrumentellen Analysenverfahrens mit
massenspektrometrischer Detektion beschrieben. Schwerpunkt sind die Probenahme,
flissigchromatographische Trennung und Detektion. Der zweite Teil beschreibt das biolo-
gische Verfahrenskonzept, welches gekoppelt mit dem prozessanalytischen Verfahren zur
Uberwachung des Farbstoffabbaus eingesetzt werden soll.

5.1 Chemikalien und Standards

Die zur Chromatographie eingesetzten Chemikalien wie Ammoniumacetat (zur Analyse),
Ameisensaure (zur Analyse), Wasser (HPLC-grade LiChrosolv®) und Acetonitril (LiChrosolv®
gradient grade) wurden von Merck, Darmstadt bezogen oder von Carl Roth, Karlsruhe
ROTISOLV, HPLC Gradient Grade Wasser und ROTISOLV, Acetonitril 299,9 %. Das
lonenpaarreagenz Tetrabutylammoniumacetat (TBAAC) (Reinheit >99%) stammte von
Fluka, Buchs (Schweiz).

NH, OH N o
e ‘e
NH, OO o OH HO/\S-Q—N:N SOsNa
0

Aminobenzensulfonséure NaO;S SO3Na

(alle 3 Isomere) RB-OH HO _
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A= e ST ARy ;
HN—@—:S:/\/OH N . NH
o) (9 OH
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OH NH, O NH, SO3Na Reactive Orange 107  5o,Na
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NaO;S SO3Na Acid Orange 5 SO;Na
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Abbildung 6: Strukturformeln der Standardsubstanzen

Die zur Kalibrierung und Methodenevaluierung eingesetzten Referenzsubstanzen wie
aromatische Amine, sulfonierte aromatische Amine und sulfonierte Azofarbstoffe wurden von
DyStar, Leverkusen zur Verfigung gestellt und sind in Abbildung 6 strukturmaRig dargestellt.
Die Bezeichnung der Farbstoffe wurde aus den Colour Index (C.l.) abgeleitet. Im weiteren
wird auf die Abklrzung C.I. verzichtet. Eine Referenzprobe fir TAHNDSpp, wurde aus
Flissigkeit des anaeroben Bioreaktors im Labor hergestellt. Die Zusammensetzung der
Standardldsung ist in Tabelle 15 angegeben.
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Tabelle 15: Zusammensetzung der Standardlésung *STDL - Stammldsung, **STL-
Qualitatskontrolle (Angabe der Molekulargewichte fir die Na-Salzform der Sulfonsaure-

gruppen)

Nummer Name MW Abkiirzung Reinheit ¢ STDL* ¢ STL**
[%] [LM] [LM]
1 Sulfanilsaure 195,2 SS 98 5000 100
2 Metanilsaure 195,2 MS 98 5000 100
3 Orthanilsaure 1952 OS 86 5000 100
4 N-acetyl-p-Base 243,3 NAPB 60 500 10
5 p-Base 201,2 PB 60 5000 100
6 H-Saure 363,3 HS 82,5 500 10
7 RB-OH 575,5 RB-OH 60 2500 50
8 RB-NH, 575,5 RB-NH, 60 2500 50
9 RB5-Hydrolysat 787,4 RB5-H 73 2500 50
10 RO16-Hydrolysat 493,5 RO16-H 40 2500 50
11 RO107-Hydrolysat 515,56 RO107-H 40 2500 50
12 4,6-Dihydroxy-3,5- 392,3 TAHNDSpp, 50 5000 100

Diiminonaphthalin-2,7-

disulfonsaure
13 Direct Blue 71 1030 DB71 50 2500 50
14 Acid Orange 7 3754 AO7 50 2500 50

5.2 UV-VIS-Messungen und CSB-Bestimmung

Zur Bestimmung der spektralen Absorption der Abwasserproben wurde ein Einstrahl-
spektrometer Lamnda 10 der Firma Perkin Elmer eingesetzt. Nach geeigneter Verdliinnung
der Probe wurde die Absorption in einer 1 cm Quarzkuvette im Wellenlangen-Bereich von
200 bis 800 nm mit einer Aufldsung von einem Nanometer bestimmt.

Die Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) wurde mit standardisierten
Klvettentests der Firma Dr. Lange, Dusseldorf nach Anleitung durchgefiihrt. Die oxidier-
baren Bestandteile der Probe werden bei diesem Test in Schwefelsdure von Kaliumdichro-
mat oxidiert. Uber ein Photometer kann der CSB bestimmt werden. Vor der Bestimmung des
CSBs wurden die Abwasserproben verdunnt, um den hohen Salzgehalt zu verringern. Nach-
folgende CSB Kiivetten-Tests wurden eingesetzt: LCK014 Messbereich 1000-10.000 mg L™
und LCK114 Messbereich 150-1000 mg L.

5.3 Untersuchte Farbstoffe und Abwasser

Als Modellfarbstoff fir die biologische Behandlung von azofarbstoffhaltigen Abwasser-
konzentraten wurde der weltweit zur Reaktivfarbung eingesetzte Farbstoff Reactive Black 5
ausgewahlt. Zu diesem Farbstoff liegen bereits Untersuchungen zur biologischen Entfarbung
und auch mit anderen chemisch-physikalischen Verfahren vor [3], [14]-[15], [45]-[46], [85].
Mit einer Jahresproduktion von ca. 50.000 pro Jahr ist er der am meisten hergestellte Azo-
farbstoff [3]. Flr die mechanistischen Untersuchungen wurde der Farbstoff unter alkalischen
Bedingungen hydrolysiert (43g NaOH auf 500g Farbstoff), mit Schwefelsaure neutralisiert
und fir den Versuch in einer entsprechende Konzentration eingestellt. Die Daten sind in
Tabelle 16 aufgefihrt.
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Tabelle 16: Zusammensetzung Modellabwasser und Realabwasser

Modellkonzentrate (20 gnaci L)
Einwaage [gL"'] RB5-H [mM] DFZ[m™]

Reinheit 70% 436 525 585 620
7,6 5,5 5775 10806 22228 19217
15,2 11 15531 23473 44152 38171

Aufschluss Uber die Begleitverbindungen im Hydrolysat des Farbstoffes ergab eine chroma-
tographische Trennung mit anschlieRender Dioden-Array- und massenspektrometrischer
Detektion, die mit Hilfe des im folgenden beschriebenen Analysenverfahrens identifiziert
werden konnten (Saule: AQ, Methode: Monitoring-Methode). In Abbildung 7 (links) ist das fur
ein Hydrolysat typische Chromatogramm bei einer Wellenlange von 585 nm dargestellt.
Neben dem hydrolysierten Farbstoff, der einen Anteil von rund 78 % besitzt, konnte die
teilhydrolysierte Komponente RB5-HV mit rund 12 % und das Farbstoffdimer Di-RB5-H mit
10 % Anteil nachgewiesen werden. Weitere Nebenverbindungen haben an der Farbigkeit
beu 585 nm nur einen vernachlassigbaren geringen Anteil.

Als Beispiel fir die Zusammensetzung eines realen Abwassers aus der Textilfarbung ist in
Abbildung 7 (rechts) ein Chromatogramm im Wellenlangenbereich von 210 bis 800 nm
dargestellt. Es handelt sich um eine Ausziehflotte, bei der eine Farbstoff-Trichromie
eingesetzt wurde. Die drei eingesetzten Reaktivfarbstoffe entsprechen denen, die in der
Stammlésung zu finden sind: RB5-H, RO16-H und RO107-H. Die Analyse zeigt, dass neben
den hydrolysierten Farbstoffverbindungen (RB5-H, RO16-H und RO107-H) auch teilweise
Farbstoffe in der noch nicht hydrolysierten Vinylform nachzuweisen waren (RB5-HV, RO16-
V, RO107-V). Neben den Farbstoffen lie sich mit 0,5 % Peakflachenanteil in geringer
Konzentration p-Base identifizieren.

I XWC of DAD Spectral Data: 5... Max. 167-9,5 mAU. | XWC of DAD Spectral Data: 21... Max. 1,17e4 mAU.
8,6 7 10,7
100% 3 100% )
RB5-H 5 8
o
80% 77.9% 80% l <+
60% 60%
Di-RB5-H 53 _>
40% RB5-HV 109, 40% 1
o
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20% o,
\ 9,2 9’8,\ 20% L,ZA
" ‘ A | o £
0% et —m == — = T "
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Abbildung 7: Links — Chromatogramm (585nm) des Modellabwassers bestehend aus
hydrolysiertem Reactive Black 5 und Nebenfarbstoffen; Rechts — DAD-Chromatogramm (215
- 800 nm) eines Realabwassers aus der Reaktivfarbung mit: 1 — p-Base (0,5 %), 2 —
Unbekannt (1,1 %), 3- RO107-H (9,9 %), 4 - RO16-V (7,9 %), 5 - RB5-H (7,7 %), 6 - RB5-HV
(6,4 %), 7 - RO107-V (15,4 %), 8 - RO16-H (51 %)

5.4 Online-HPLC-MS/MS-Analysenmethode

In Abbildung 8 ist der Aufbau des Analysenverfahrens zum kontinuierlichen Monitoring und
zur Prozesskontrolle des anaerob-aeroben Abwasserbehandlungsverfahrens dargestellt. In
den Bioreaktoren befinden sich mikrofiltrationsbasierte Inline-Sonden lber die mit einer
Zweikanalschlauchpumpe (Pumpe 1) kontinuierlich Probe entnommen wird. Die Filtrate
werden jeweils separat in Entgaser gepumpt, aus denen sie mit einer definierten Flussrate
von Kolbenpumpen (anaerob: Pumpe 2, aerob: Pumpe 3) in Kapillaren eingespeist werden,
die an Ventil 1 angeschlossen sind. Fir die Verbindung der Probenahme im Erdgeschoss
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zur HPLC in der 1. Etage werden Kapillaren aus 75m 1/16“ I.D. 0,5mm PEEK verwendet. Je
nach Ventilstellung wird das Filtrat des anaeroben oder aeroben Reaktors zu Ventil 2
gepumpt, wobei das andere Filtrat parallel in einen Sammelbehalter gepumpt wird. In Ventil
2 durchlauft das Filtrat eine Injektionsschleife (4,7 pL Injektionsvolumen) und wird in den
Sammelbehalter gefiihrt. Die Pumpen 1-3 werden manuell bedient. Die Ventile 1 und 2
lassen sich Uber die LC-MS-Methode in der Geratesoftware Analyst 1.4 ansteuern. Die
bindre HPLC-Pumpe (Pumpe 4) fordert die Eluenten ebenso uber Ventil 2. Durch
Umschalten des Ventil 2 erfolgt die Injektion der Probe auf die HPLC-Saule. Der chromato-
graphischen Trennung ist ein Diodenarray-Detektor (DAD) nachgeschaltet. Das aus dem
DAD austretende Eluat wird zu Ventil 3 geflihrt, das Uber die Methode gesteuert wird.

Tabelle 17: Geratespezifikationen des Online MF-IP-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS-
Analysenverfahrens

Gerat Typ Hersteller Bemerkung
Inline ESIP 5441 (anaerob) Trace Biotech, Mikrofiltrationsmembranen
Probe- ESIP 5442 (aerob) Braunschweig (PorengrofRe 3 ym) mit
nahme- Isopropanol/Wasser (v/v
sonde 70/30) bei 1 mL min™" zwei
Stunden vorkonditionieren

Pumpe 1 Peristalikpumpe, Reglo- Ismatec, Wertheim- Tygon-Schlauche

Digital, MS-4/12-100 Mondfeld [.D. 1,02 mm
Entgaser - Trace Biotech,

Braunschweig
Pumpe 2, 3 Isokratische HPLC-Pumpe Knauer, Berlin

K-120
Ventil 1 6-Port-2-Wege-Ventil Vici Valco
Ventil 2 HPLC internes Ventil Agilent, Waldbronn
Ventil 3 LC-MS internes Ventil Applied Biosystems,
Darmstadt
HPLC 1100 Entgaser Agilent, Waldbronn
1100 G1312A Binare Pumpe
1100 G1313A automatischer
Probengeber
1100 G1316A Saulenofen
Saule Siehe O und 5.4.4
DAD 1100 Dioden Array Detektor Agilent, Waldbronn  Spaltbreite 4, Scan-

Frequenz 1.25 Hz)
Suppressor 753 Suppressor Module mit  Metrohm, Herisau,  Kationen-Kapazitat: 250

drei Kanalen (Schweiz) uM
(abwechselnd Suppression, Regeneration: 1 mL min-1
Regeneration, Spulung) 0.2 mol L-1 H2S0O4

Wasser-Aceton (80:20,
v/v), Spllung: 1 mL min-1
Wasser-Acetonitril (95:5,

v/v),
ESI-MS/MS Qtrap Applied Biosystems, Hybrid-Triple-Quadrupol-
Darmstadt Massenspektromter mit
linerar lonenfallenfunktion
(LIT)

In Ruhestellung wird das Eluat in den Abfallsammelbehalter gefihrt. In Aktivstellung durch-
lauft es den Kationensuppressor, um die Tetrabutylammonium-lonen des eingesetzten
lonenpaarreagenz vor dem Eintritt in das ESI-Interface abzutrennen. Die Injektion in das
ESI-MS/MS erfolgt nach dem Splitten des Eluats im Verhéltnis 1:4 (200 uyL min™). Detaillierte
Angaben zu den eingesetzten Geraten sind in Tabelle 17 aufgelistet. Samtliche automati-
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sierte Gerate (Ventil 1-3, HPLC, DAD, Suppressor und ESI-MS/MS) werden Uber die Metho-
den in der LC-MS-Software Analyst 1.4 (Applied Biosystems) programmiert und gesteuert.

Eluent A HPLC
.. DAD >
’( Saule Abfall
Pumpe 4
Eluent B Ventil 3
> AN entil 2
Abfall
< M Ventil 1 Suppressor
Abfall 75m Peek-Kapillare
1. Etage
Erdgeschoss _
Splitter Abfall
Pumpe 2<> <> Pumpe 3
ESI-MS/MS
Entgaser Entgaser
Farbiges Pumpe 1
Text%l- P Entfarbtes/
:‘|>_ ::} teilmineralisiertes
abwasser
Abwasser
y y Ultrafiltrations-
membran
Anaerober Aerober
Membran- Membran-
bioreaktor bioreaktor

Abbildung 8: Aufbau des Online-MF-IP-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS zum Monitoring des
anaerob-aeroben Abwasserbehandlungsverfahrens

Die Einstellungen des ESI-MS/MS sind

im folgenden fir die Monitoring-Methoden

dargestellt. Abweichende Einstellungen sind im Text angegeben.

Das ESI-MS/MS wird mit einem Splitverhaltnis von 1:4 mit einer TurbolonSpray lonenquelle
(ESI) im negativen lonenmodus unter den folgenden allgemeinen Einstellungen betrieben
(Angaben in englischer Sprache wie in der Geratesoftware):

Absolutdruck (Vacuum Gauge): 1,33 (3,7) mPa,

Temperatur (Temperature): 400 °C (bei lonenpaarchromatorgaphie mit
nachgeschalteter lonensuppression) und 500°C (bei Chromatographie auf
Saulen mit polarer Selektivitat),

Vorhanggas (Curtain gas): 276 kPa,

Gas zur kollisionsinduzierten Dissoziation activated

dissociation - CAD): 34.5 kPa,

(collisionally

lonensprayspannung (lon Spray Voltage): -4500 V,
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= Vernebelungsgas (Nebulizer Gas - GS1): 310 kPa,
= Turbogas (Turbo Gas - GS2): 552 kPa.

Alle eingesetzten Gase werden mit einem Stickstoffgasgenerator der Firma PEAK Science,
Schottland aus Luft generiert und bestehen laut Hersteller aus Stickstoff mit einer Reinheit
von 99,999 %. Die allgemeinen Einstellungen der genutzten Scan-Modi waren (Q -
Quadrupol, Enhanced Modus = Q3 in der linearen lonenfallenfunktion, zusatzlich die
Angaben in englischer Sprache wie in der Geratesoftware):

(1) Multireaktionstiberwachungsmodus (Multiple Reaction Monitoring Modus -MRM):
Auflésung Q1 (Resolution) Unit,
Auflésung Q3 (Resolution): Unit,
Detektorspannung (Negativmodus, Channel Electron Multiplier - CEM ):2300 V

(2) Erweiterter Full-Scan-Modus (Enhanced MS Modus - EMS) und (3) Erweiterter
Produktionenmodus (Enhanced Product lon Modus - EPI). Q1 wird als Standard-Quadrupol
Massenspektrometer und Q3 in der linearen lonenfallenfunktion (LIT) unter den folgenden
Konditionen betrieben:

= Scanrate: 4000 u s™

= QO Falle: ,ein"

= lineare lonenfallenfullzeit (LIT fill time): 20 ms

= Dynamische Fullzeit (Dynamic Fill Time): ,ein“, 2-150 ms

» Q3 Eingangsbarriere (Entry Barrier): 8 V

= Scanbereich (Scan Range): 100-1000 u

= Entclusterungsspannung (Declustering Potential - DP): -90 V
= Eingangsspannung (Entrance Potential - EP): -10 V

= Kollisionsenergie (Collision Energy - CE): -20 V

Die Einstellungen beziglich der Entclusterungsspannung (DP), Eingangsspannung (EP) und
der Kollisionsenergie (CE) im EPI/EMS-Modus kdnnen wechseln und sind, wenn erforderlich,
im Text angegeben.

Online-LaChrom-Analysensystem

Bedingt durch die zeitlichen Entwicklung der Gerateanschaffung im Laufe der Versuchs-
reihen, wurde ein Teil der Arbeiten zur Untersuchung der Membrancharakterisierung und
Probenahmetechniken mit einem anderen HPLC-Gerat durchgefuhrt. Die Versuchsanordung
zur Untersuchung der Membranen ist im entsprechenden Kapitel 5.4.1 dargestellt und
erlautert. Diese Untersuchungen wurden mit einem LaChrom® Hitachi System von Merck,
Darmstadt durchgefiihrt. Die dazu eingesetzten Gerate waren:

= Niederdruckgradientenpumpe L-7100

= Automatisierter Probengeber L-7250 (fir off-line Injektionen)
= Sé&ulenofen L-7450

= Dioden-Array Detektor L-7450A
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Alle Gerate waren Uber das Dateninterface L-7000 verbunden, das tUber die Merck La Chrom
HSM-Software D-7000 unter Windows NT 4.0 betrieben wurde. Die Wahl der chromato-
graphischen Saule ist im Text erklart. StandardméaRig wurde eine 25 x 4 mm LiChroCART®
HPLC-Saule (LiChrospher 60 RP-select B, 5 uym) von Merck mit einer Select B Vorsaule bei
konstant 40°C eingesetzt, die etwa alle 1000 Injektionen getauscht werden mulfte.

Als Eluent A wurde ein Acetonitril-Wasser-Gemisch mit 1 mM Tetrabutyammonium-
hydrogensulfat (TBAHS - 10:90, v/v) und als Eluent B Acetonitril eingesetzt. Die Gradienten
sind auf Seite 52 in Abbildung 12 dargestellt.

5.4.1 Membranbasierte Online-Probenahme

Bei Uberwachung der Gase und fliichtigen Verbindungen aus Fermentern und Bioreaktoren
werden zur Beprobung ausschliefdlich Membranen in Kopplung mit Prozessmassen-
spektrometern eingesetzt (siehe Kapitel 4.1). Mikro- oder Ultrafiltrationsmembran basierte
Probenahmeverfahren eignen sich besonders fir kontinuierliche Beprobung und bieten
ausreichend Probe an, um verschiedene prozessanalytische Instrumente anschlieRen zu
kénnen [20], [159]-[160]. Fur eine Kopplung an HPLC mit Dioden Array Detektor und
massenspektrometerischen Detektor wurden zwei membranbasierte Probenahmesysteme
untersucht, die die folgenden Kriterien erfullten:

= Einsatz im Dauerbetrieb
= Geringes Membranfouling
= Geringer Wartungsaufwand
= Konstante Membranflusscharakteristik
= Geringes Totvolumen, kleine hydraulische Verweilzeit
Die Voraussetzungen und Anforderungen an die bereitgestellte Probe waren:
= Sauerstofffreiheit der Probe (anaerober Bioreaktor)
= Vollstandige Abtrennung von Biomasse und sonstigen Feststoffen

= Reproduzierbare Riickhalteeigenschaften flir die prozessrelevanten
Analyten

Zur Charakterisierung der Probenahmesysteme wurde das LaChrom-Online-Analysen-
system eingesetzt. Bei dem mikrofiltrationsbasierten Probenahmesystem handelte es sich
um das kommerzielle System ESIP 5441/2 von Trace Biotech (siehe Abbildung 9 links,
Tabelle 17). Es wurde direkt in die Probe, d.h. in den anaeroben Bioreaktor zur Beprobung
eingebracht. Fir die Untersuchung der Eigenschaften von Ultrafiltrationsmembranen wurde
ein selbst gebautes System eingesetzt, das aus einer kontinuierlich durchstrémten Cross-
Flow-Membranzelle (80 cm? Membranflache, siehe Abbildung 9 rechts) und einer Permeat-
durchlaufzelle bestand, aus der die Permeatprobe kontinuierlich enthommen werden konnte
[197].

Beide Systeme wurden im anaeroben Bioreaktor installiert, dem zuvor hydrolysierter
Reaktivfarbstoff Reactive Black 5 (RB5-H) zugesetzt wurde. Die Membranen wurden Uber
Zeitraume von wenigen Tagen bis zu 117 Tagen eingesetzt. Die spezifischen Permeatflisse
der untersuchten Membranen zeigen eine Abhangigkeit vom MolekilgréRentrennwert
(MWCO), wobei bei den GN- und PW-Membranen der Einfluss des Membranfilmmaterials
mitentscheidend ist. Am Beispiel der GK- und PW-Membranen ist zu sehen, dass die
spezifischen Permeatflussraten mit der Betriebsdauer signifikant abnehmen. Dies ist auf den
Bewuchs der Membranoberflache mit Bakterien (Fouling) und die Bildung einer Deckschicht
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zurlckzufuhren. Die Membranen waren in regelmafligen Abstanden etwa alle funf bis sieben
Tage zu reinigen.

™= —
/ Probenauslass | %Wbranzelle
v . . .',a

Probenentnahme
Sammelzelle

- ¢ / p

L |

Permeatzulauf

1 / ‘ * -
‘ Mikrofiltrationsmembran Ablauf Iy

Abbildung 9: (Links) Mikrofiltrationsbasierte Inlineprobenahmesonde ESIP 5441, (Rechts)
Membrantestzelle mit Permeatdurchlaufzelle

Tabelle 18: Betriebsparameter von Ultrafiltrations- und Mikrofiltrationsmembranen zur online
Probenahme (n. b. — nicht bestimmt)

Membrantyp Einheit GK UF GN UF PW UF PP MF
Hersteller Desal Desal Desal Trace
Material Polyamid Polyamid Polyether Poly-
-sulfon propylen
MWCO [kDa PPG]  3.500 10.000 10.000 -
Totvolumen [mL] 63 63 63 4,2
Totzeit [min] 10,4 7,2 57 2,8
Membranflache [cm?] 80 80 80 39
PorengroRe [um] - - - 0,2-0,6
Betriebsdruck [MPa] 0,5 0,5 0,5 -
Spez. Permeatfluss -0 h  [L m2h™] 53 83 113 23
Spez. Permeatfluss —24 h [L m2h] 47 n. b. 40 23
Spez. Permeatfluss —72h [L m2h™] 27 n. b. n. b. 23
Reinigungsintervall [d] 8 n. b. n. b. 7,4
Betriebsdauer [d] 42/28/42/45 n.b. n. b 117

Die Bestimmung des Retentionsverhaltens der in Tabelle 19 aufgefihrten vier Verbindungen
wurde flir beide Membranen hintereinander durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. Die stoffspezifischen Retentionseigenschaften, die fur Einzel-
substanzen mit Standardabweichung zwischen 2 — 12 % gut redproduzierbar waren, unter-
scheiden sich trotz der Molekiltrenngrenzedifferenz zwischen Typ GK und GN von 6500 u
nicht wesentlich. Die molaren Massen aller untersuchten Verbindungen liegen weit unter den
Herstellerangaben zur Molekiltrenngrenze. lhre Retention kann auf verschiedene Ursachen
zurtckgefihrt werden.

Bei sehr polaren und ionischen Substanzen wie den organischen Sulfonsduren kommt es zur
Bildung einer Solvathille um die dissozierten Sulfonsauregruppen, die das anionische
Molekll abschirmen und den fir den Stofftransport durch die Membran bestimmenden
Diffusionkoeffizienten beeinflussen. Der Stofftransport des Farbstoffmolekiles (RB5-H) und
seiner Intermediate (TAHNDSpp1.2) dhnelt bei den untersuchten Ultrafiltrationsmembranen
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dem Stofftransport von Salz durch Umkehrosmosemembranen, d.h. er ist Idsungs-diffusions-
kontrolliert und nicht nach dem Porenmodell erklarbar [198]-[200].

Tabelle 19: Stoffspezifisches Retentionsverhalten von Ultrafiltrationsmembranen zur Online-
Probenahme (n. b. — nicht bestimmt, Konzentrationsbereich: 1 - 2 mM p-Base; 70 - 140uM
TAHNDSDp1,130 - 470 yM TAHNDSpp;; 0 — 180 uM RB5-H, Temperatur = 39 °C, Leitfahigkeit
=13 mScm™)

Membran Typ GK UF (n=49) GN UF (n=4)
Molekulargewichtstrenngrenze [Da] 3500 10.000
Verbindung/M, M [g mol™] Retention [% + s ]

p-Base/ M, 201 201 0 0
TAHNDSpp1 (H-Form) 347 58 +4 58 £+ 1
TAHNDSpp; (H-Form 348 83+2 92+3
RB5-H (H-Form) 743 68 + 8 n. b.

Einen weiteren Hinweis flir den Mechanismus eines I6sungs-diffusions-kontrollierten Stoff-
transportes zeigt der Vergleich der Retention von TAHNDSpp; und TAHNDSpp,, die sich in
der molaren Masse um 1 u unterscheiden. Unter der Annahme, dass die Ultrafiltrations-
membranen als Porenmembranen behandelt werden kénnen und der Stofftransport druck-
kontrolliert ist, dirfte der Unterschied im Molekulargewicht von 1 u nicht zu einer unter-
schiedlichen Retention von 58 zu 83 % bzw. 58 zu 92 % flhren (siehe Tabelle 19).
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Abbildung 10: Links - Wiederfindung des hydrolysierten Farbstoffs Reactive Black 5 und
seiner Hauptabbaukomponenten bei Probenahme mit Mikrofiltrationssonde in Abhangigkeit
von der Zeit; Rechts - Vergleich Offline- und Online-MF-HPLC-DAD Monitoring des
anaeroben Bioreaktors

Mit der Untersuchung konnte gezeigt werden, dass sich Ultrafiltrationsmembranen flir den
Einsatz als kontinuierliche Probenahmesysteme in Bioreaktoren eignen, wenn die Anzahl der
zu Uberwachenden Verbindungen beschrankt ist und detaillierte Kenntnisse Uber ihr
Retentionsverhalten vorliegen. Die stoffspezifischen Retentionseigenschaften der Ultrafil-
trationsmembranen wurden bei der verfahrenstechnischen Entwicklung des Bioverfahrens
genutzt, um in der aeroben Stufe durch die Retention der farbigen Metabolite wie
TAHNDSpps» die Verweilzeit zu erhdhen und damit eine weitere Entfarbung zu erzielen
(Details zur Retention von Farbigkeit siehe Kapitel 5.5.1).

Mikrofiltrationsmembranen werden zu den Porenmembranen gezahlt, bei denen der Stoff-
transport druckkontrolliert ist. Die in den Inline-Sonden eingesetzten Mikrofiltrations-
membranen sind als Hohlmembrankartuschen ausgefihrt, die in der so genannten Dead-
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End-Filtration betrieben werden. D.h., sie werden wie ein Kerzenfilter betrieben, Gber den mit
Hilfe eines Unterdrucks Flissigkeit angesaugt wird. Die PorengréRe der Mikrofiltrations-
membranen von 0,2 - 0,6 ym sorgt fur einen Ausschluss von Biomasse bzw. Bakterien und
Makromolekulen. Sie werden haufig zur Aufkonzentration kolloidaler Suspensionen
eingesetzt. Durch die Bildung einer Deckschicht kann sich der Permeatfluss und die Trenn-
charakteristik hinsichtlich der Abtrennung kleinerer Verbindungen erweitern.

Abbildung 10 (links) zeigt die Wiederfindungsraten einer mit hydrolysiertem Farbstoff
Reactive Black 5 und seinen Abbauprodukte TAHNDSpp, und p-Base versetzten Lésung, die
kontinuierlich tber eine ESIP 5441 mikrofiltrationsbasierte Inline-Sonde beprobt und mit dem
,Online-LaChrom-Analysensystem® (Vgl. Beschreibung Kapitel 5.4) analysiert wurde. p-Base
zeigte zu Versuchsbeginn eine 100 %ige Wiederfindung, die Uber einen Zeitraum von 12
Stunden konstant war. Die Wiederfindung des Intermediates TAHNDS, lag nahezu konstant
bei 120 %. Nach zwei bis drei Stunden stellte sich im Permeat die Konzentration des
Farbstoffs ein, die von allen drei untersuchten Verbindungen die starkste Streuung zeigte.
Zuruckzufiuihren ist dieses Verhalten auf die Affinitat des Farbstoffs zur Oberflache der PP-
Membran, die erst nach Erreichen eines Gleichgewichts- oder Sattigungszustandes mit dem
Farbstoff denselben an das Permeat abgab. Durch die kontinuierliche Beprobung des
Bioreaktors mittels der Inline-Sonden waren die Vorrausetzungen flr eine reprasentative
Probenahme mit Wiederfindungsraten von 100 +/- 20 % gegeben.

Je nach Forderleistung der Probenahmepumpen variierten die Totzeiten von der
Probenahme bis zur Analyse im Bereich von 15 bis 30 Minuten was bei den langsamen
Abbaukinetiken der Farbstoffe im Stunden bzw. Tagebereich (siehe Kapitel 6.1.2, Seite 126)
ausreichend ist. Die insgesamt langere Totzeit im Vergleich zu den geringen Totzeiten der
Probenahmesysteme (siehe Tabelle 18, Seite 47) ist auf die Uberbriickung der Distanz von
75 m zwischen dem Bioreaktor und dem Analysensystem zurlickzufihren, die mittels einer
Kapillare (1.D. 0,5 mm) realisiert wurde.

Ein Beweis flir die sauerstofffreie Beprobung des Bioreaktors ist die Detektion der
Verbindung TAHNDSpp4, die bei Sauerstoffkontakt einer Autooxidationsreaktion unterliegt
und zu TAHNDSpp, reagiert (siehe hierzu Abbildung 64, Seite 121). Sie ist bei einer Offline-
Beprobung des Bioreaktors nur schwer nachweisbar [201]. Diese, der Reduktion des
Azofarbstoffs nachgelagerte Reaktion, zeigt, dass flir die Untersuchung und das Verstandnis
der Entfarbemechanismen im anaeroben Bioreaktor eine Online-Beprobung erforderlich ist.

In Abbildung 10 (rechts) ist der Vergleich des Konzentrationsverlaufs der beiden
Hauptabbauprodukte des hydrolysierten Farbstoffes Reactive Black 5 im Bioreaktor darge-
stellt, die mit dem ,LaChrom-Analyseverfahren durch Offline-Analyse und Online-Analyse
gemessen wurden (Beschreibung des Analysenverfahrens siehe Kapitel 5.4). Der Verlauf
der Konzentration von p-Base zeigt bei der stichprobenartigen Uberprifung mit der offline-
Messungen eine gute Ubereinstimmung mit der online gemessenen Probe. Das Abbaupro-
dukt TAHNDSpp, war in den offline gemessenen Proben im Vergleich in einer sehr viel
geringeren Konzentration nachweisbar. Ursache flr die starken Abweichungen kdnnen
Folgereaktionen der Abbauprodukte in der Offline-Probe sein. Vereinzelt wurden Polymerisa-
tionen und Dimerbildung bei den Folgeprodukten der anaeroben Reduktion von Azofarb-
stoffen beobachtet [201].

Mit mikrofiltrationsbasierter kontinuierlicher Online-Probenahme wurde die Analyse der
beiden reduktiven Abbauprodukte des hydrolysierten Farbstoffs Reactive Black (TAHNDSpp+
und TAHNDSpp;) im anaeroben Bioreaktor in einem Zeitraum von 36 Stunden 22 mal mit
dem Online-MF-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS-Analysenverfahren wiederholt (Methode siehe
Kapitel 5.4.2: Saule SB, Methode 4). Die Konzentration beider Verbindungen konnte mit
hoher Reproduzierbarkeit bei einer relativen Standardabweichung von 12 % fir TAHNDSpp+
und 4 % fur TAHNDSpp, mit dem Massenspektrometer bestimmt werden.

Die mikrofiltrationsbasierte Sonde wurde daher fiir beide Bioreaktoren zur kontinuierlichen
Online-Probenahme eingesetzt. Bei kontinuierlichem Betrieb des Bioreaktors mit Abwasser-
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konzentrat war beim anaeroben Bioreaktor ein Membranreinigungsintervall von zwei bis drei
Tagen erforderlich. Beim Betrieb des aeroben Reaktors zeigte sich, dass das Schlamm-
wachstum zu einem héheren Fouling der Membran fuhrte, wodurch das Reinigungsintervall
auf einen Tag verkurzt wurde. Bei der Reinigung wurden die Membranen mit 10 - 20 mL
Wasser riickgesplult und der Biofilm bzw. die Deckschicht auf der Membranoberflache mit
einer Kunststoffburste mechanisch entfernt.

5.4.2 lonenpaarchromatographie mit nachgeschalteter
Kationensuppression

Eine bereits etablierte ionenpaarchromatographische Methode (siehe Abbildung 12, Methode
4), die beim Monitoring von Bioreaktoren mit MF-IP-HPLC-DAD (siehe Kapitel 5.4.1)
eingesetzt wurde, sollte an die IC-ESI-MS/MS-Kopplung angepasst und unter Berlck-
sichtigung der chromatographischen Grofien wie Selektivitat, Auflésung und Analysendauer
zur Trennung der Standardlosung (siehe Kapitel 5.1) optimiert werden. Um die Analysen-
dauer bei ausreichender Auflosung und Selektivitdt zu reduzieren, wurden analytische RP-
Saulen mit 3u- zw. 5p-Partikeln und kirzerer Saulenlange zwischen 50 und 70 mm (andere
125 -150 mm) getestet. Die genaue Aufstellung der funf untersuchten Saulen ist in Tabelle
20 angegeben.

Tabelle 20: Getestete Umkehrphasen fir die TBA-lonenpaarchromatographie

Abk. Typ Modifikation L x d d, [um] Hersteller

[mm]
SB LiChrospher 60, RP-select B C18 ep1 125x4 5 Merck, Darmstadt
ZE ZORBAX Eclipse XDB-C8 C8, dep? hd® 150x4,6 5 Agilent, Waldbronn
AQ ProntoSIL AQ C18, pep* 53 x4 3 Bischoff, Leonberg
NHD Nucleosil HD C18, hd 70x 4 3 M&N, Diiren
SR Chromolith SpeedROD C18 ep 50x4,6 Monolit Merck, Darmstadt

'ep — endcapped phase, ?dep — double endcapped phase, *hd — high denisty, *pep — polar
endcapped phase

Weitere Merkmale dieser Saulen sind die Modifizierungen des Kieselgels (Endcapping,
Double-Endcapping und polares Endcapping) zur Unterdriickung der Wechselwirkung von
Analyten mit den freien Silanolgruppen, was bei basischen Verbindungen zu Tailing und bei
sauren Verbindungen zu Donnan-LadungsabstoRungsreaktionen fiihrt. Durch ein so
genanntes polares Endcapping (AQ-Saule) wird eine bessere Benetzbarkeit der Alkylketten
mit wassrigem Eluenten bewirkt, die bei nicht modifizierten Kieselgelen bei einem
organischen Anteil unter 10% zu einem Kollabieren der Alkylketten und einem Zusammen-
brechen der Trennung flihren. Das so genannte polare oder hydrophile Endcapping wird
durch Behandlung des hydrophoben Kieselgels mit hydrophilen Silanen erzielt. Alternativ zu
den Kieselgel basierten Phasen wurde eine monolithische Phase getestet, die sich durch
ihren geringen Druckverlust insbesondere flir schnelle chromatographische Trennungen mit
hohen Flussraten eignet.

Die klassischen analytischen Strategien zur ldentifizierung sulfonierter Farbstoffe sowie
sulfonierter aromatischer Amine machen sich den anionischen Charakter durch die negative
Ladung der dissozierten Sulfonsduregruppen zu Nutze. Bei der fliissigchromatographischen
Trennung dieser Verbindungen kann es je nach Molekulstruktur bzw. MolekilgroRe zu
Donnan-Ladungsabstoldungsreaktionen an den Poren des Kieselgels der RP-Phasen
kommen, die durch negativ geladene freie Silanolgruppen auf der Partikeloberflache
hervorgerufen werden. Zur Unterdriickung der lonenabstoBung koénnen anorganische
Elektrolyte wie Natriumactetat, Natriumsulfat, Kaliumphosphat und Natriumnitrat eingesetzt
werden [202]-[205].
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Alternativ dazu wird die lonenpaarchromatographie bzw. die so genannte Seifenchroma-
tographie eingesetzt, bei der die zu chromatographierenden Anionen mit einem kationischen
lonenpaarreagenz ein lonenpaar bilden (siehe Abbildung 11) [205]-[206]. Uber die Konzen-
tration des lonenpaarreagenz kann die Retention der anionischen Verbindungen gesteuert
werden [207]. Retentionsentscheidend ist die molare Oberflachenkonzentration des lonen-
paarreagenz. Die zur Retention fihrende Wechselwirkung wird auf den aufgesetzten lonen-
Austauschmechanismus zwischen dem kationischen lonenpaarreagenz und dem anion-
ischen Analyt zurlickgefiihrt. Die Retention moglicher kationischer Analyten nimmt dabei ab.

Si—OH
Si—O0—Si—
Si—OH

\
Si—0~
Si—OH s /\/\

S—0—8i- N 058 R

g':gH N TN R = Aromat,
: —Si Azofarbstoff

Si—O"

Si—OH

Si—O—Si— C8

Tetrabutylammonium
basiertes lonenpaarreagenz

Si—OH \ C18

Abbildung 11: C8 oder C18 Kieselgel mit lonenpaarreagenz zur Chromatographie
organischer Sulfonsaureverbindungen

Aufgrund ihrer geringen Flichtigkeit sind Tetraalkylammonium-Salze, die haufig bei
sulfonierten Verbindungen eingesetzt werden, weniger gut fir die LC-MS-Kopplung geeignet.
Socher et al. entwickelten eine Methode zur Kopplung von Tetrabutylammonium-lonenpaar-
chromatographie mit LC-MS zur Analyse von linearen Alkylsulfonaten [208]-[209]. Diese
Technik eignet sich auch zur Kopplung von lonenchromatographie mit MS-Detektion zur
Bestimmung von EDTA sowie polaren Herbiziden, wobei das Vorschalten eines lonen-
Suppressors vor das LC-MS das Signal-Rausch-Verhaltnis um zwei GréRenordnungen
verbessert [210]. Als Nachteil erweist sich die Adsorption kationischer Verbindungen am
Suppressor, der unspezifisch neben den Tetrabutylammonium-Kationen auch andere
Kationen festhalt. Details hierzu werden in Kapitel 5.4.3 beschrieben.

Die Funktion eines Anionenaustauschers zur Suppression anionischer lonenpaarregenzien
bei Kopplung von lonenpaarchromatographie mit LC-MS untersuchten Forngren et al. [211].
Membranbasierte Verfahren zur Suppression von nicht-fliichtigen oder stérenden lonen
untersuchten Conboy et al. und Escott et al. [212]-[213]. Storm et al. beschreiben die
Verwendung fluchtiger Trialkylaminen als Alternative zu den wenig fluchtigen
Tetraalkylammonium-basierten lonenpaarreagenzien [214]. Der Nachteil dieser Reagenzien
liegt in der ,Verschmutzung“ des Systems mit dem lonenpaarreagenz, was zu dem so
genannten ,Carry-Over-Effekt® fuhrt [208]. Bei einem Wechsel des Chromatographiesystems
(Saule, Analyten) und insbesondere des Eluentensystems wird Verschleppung des
lonenpaarreagenz beobachtet, die die Empfindlichkeit des Elektrospray-
Massenspektrometers herabsetzt.

51



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

——Methode 1 — Methode 2 Methode 3 - - Monitoring-Methode — Methode 4 — Methode 5

100 100

—

90 / 90
|
80 - / ! E 80 l

70 70
60 - . / 60 |
50 4 / 50
40 40
30 -

30
20
10 e

o+ o @ OO - O O
Zeitfminlp ¢ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Zeit[minlo 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45

20
10 4

%-Anteil Eluent (B) Acetonitril
%-Anteil Eluent (B) Acetonitril

Abbildung 12: Links - Methoden 1-3 zur Evaluierung der RP-Saulen AQ, NHD, SR und
Monitoring Methode (Eluent A: 5mM TBAAC Wasser-Acetonitril, Eluent B: Acetonitril);
Rechts - : Methoden 4 und 5 zur Evaluierung der RP-Saulen ZE und SB (Eluent A: 5mM
TBAAC Wasser-Acetonitril, Eluent B: Acetonitril)

Die in Tabelle 15 (Seite 41) aufgefuhrte Zusammensetzung der Standardlésung (STDL)
beinhaltet neben dem Uberwiegenden Anteil an sulfonierten Verbindungen zwei nicht-
sulfonierte Verbindungen (p-Base, NAPB). p-Base soll als Modellsubstanz mit der gleichen
Methode chromatographiert werden. Fir die Retention der p-Base mit ihrer leicht
protonierbaren Aminogruppe ist ein rein wassriger oder wassriger Eluent mit geringem
organischen Anteil erforderlich. Die in Abbildung 12 (links und rechts) dargestellten
Methoden berucksichtigen diese sdulenspezifischen Bedingungen. Zu Beginn der Methoden
wird die Séaule funf Minuten isokratisch betrieben, um das Retentionsverhalten der
kationischen p-Base zu beobachten, deren Retention mit der Konzentration an
lonenpaarreagenz abnimmt [207].
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Abbildung 13: Chromatogrammvergleich (TIC der MRM-Messung) der Standardldsung auf
einer AQ-Phase (3p) mit Methode 1 (0% Acetonitril) und Methode 3 (15% Acetonitril)

Der Einfluss des organischen Anteils im Eluent auf die Retention sulfonierter aromatischer
Amine sowie die der drei Isomere der Aminobenzensulfonsdure ist in Abbildung 13 illustriert.
Neben der Retentionszeitverschiebung ist hier bereits der chromatographische Einfluss
(Eluentzusammensetzung) auf die Detektionsintensitat bzw. die ESI-lonisierungseffizienz
absehbar (siehe dazu 5.4.6). Ebenso zeigt sich, dass eine Erhéhung des organischen Anteils
im isokratischen Teil des Chromatogramms einen starken Einfluss auf die Retention der
kationischen p-Base hat.

Die Darstellung der berechneten Kapazitatswerte (k'-Werte) fir die Verbindungen der
Standardldsung in Abbildung 14 (Bestimmung des Saulentotvolumens durch Acetonitril-
injektion) gibt einen Uberblick der Retentionsverhalten auf unterschiedlichen Saulen und mit
verschiedenen Methoden. Die Werte sind nach der Retentionsreihenfolge der p-Base sortiert
(geringste Retention: AQ (3u) Methode 1, héchste Retention ZE (5u) Methode 4). Der fur die
chromatographische Trennung erforderliche k'-Wert >1 wird mit der AQ-Phase (Methode 1
und 2), SB-Phase (Methode 4) und ZE-Phase (Methode 5 und 4) erreicht. Die bei ZE und SB
eingesetzte Methode 4 ist aufgrund des geringen organischen Anteils von nur 2 % im Eluent
fur einen Dauerbetrieb nicht geeignet. Optimale Saulenkapazitatswerte werden mit einem
organischen Anteil von 0 — 5 % Acetonitril auf der AQ-Phase erzielt, die durch das polare
endcapping auch ohne organischen Anteil rein wassrig betrieben werden kann. Die
Retention der sulfonierten Verbindungen wird auch bei hohem organischen Anteil im Eluent
erreicht.
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Abbildung 14: k’-Werte ausgesuchter Verbindungen auf unterschiedlichen Saulen

Zur besseren Beurteilung der Trennleistungen der einzelnen Phasen werden die Auflésung
Rs und der Trennfaktor o in Abbildung 15 flr zwei Isomerparchen betrachtet. Eine aus-
reichende Trennung eines der beiden Isomerenpaare liegt vor, wenn gilt oo = k'»/ k'y = 1 also
k’y # k' ist. Abbildung 15 A zeigt, dass bei den getesteten Phasen eine ausreichende
Selektivitdt zur Trennung der Isomeren mit Trennfaktoren ungleich eins beobachtet werden
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kann. Der Einfluss des organischen Anteils an der isokratischen Phase wird bei der AQ-
Phase (Methode 1-3) deutlich. Die Trennungsfaktoren der schneller eluierenden Isomere
Sulfanil- und Metanilsaure steigen mit dem organischen Anteil im Puffer (0, 5, 15%) schneller
als die des spater eluierenden Isomerenpaares RB-OH/RB-NH..

Ein héherer organischer Anteil im Eluent steigert somit die Selektivitdt zur Trennung der
Isomere, verringert aber die Retention der aromatischen Amine wie p-Base in der Weise,
dass sie bei einem Anteil von 15% Acetnonitril im Eluent im isokratischen Teil zu Beginn der
Methode nicht mehr reteniert (k< 1 siehe Abbildung 14). Die NHD-S&aule zeigt ein ahnliches
Verhalten wie die AQ-Saule in Abhangigkeit vom organischen Anteil. Die bei der SR-Saule
gemessenen Trennfaktoren sind nahezu identisch mit denen der AQ-Saule.
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Abbildung 15: (A) a-Werte und (B) Aufldsung zweier Isomere unter verschiedenen
chromatographischen Bedingungen auf unterschiedlichen Saulen

Die Auswertung der berechneten Auflosung Rs [Rs = (2 (t5, — t5,) / (w, + w,)] fUr die NHD-

Saule zeigt (siehe Abbildung 15 B), dass fir RB-OH/RB-NH, nur Rs-Werte <1 erreicht
werden, die keine ausreichende chromatographische Trennung der Isomeren erlaubt. Die
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Auflésung von Sulfanil-/Metanilsaure bleibt unter der Anderung des organischen Anteils bei
der NHD und AQ-Saule fast konstant. Bei der AQ-Saule ist die chromatographische
Auflésung fur RB-OH/RB-NH, héher als fur Sulfanil-/Metanilsaure. Beim Trennfaktor kehrt
sich dieses Verhaltnis um. Ursache dafir ist die geringere Peakbreite der Isomere RB-OH
und RB-NH, im Vergleich zu Sulfanil- und Metanilsdure. Der gleiche Effekt war auch an der
monolithischen SR-Saule zu beobachten, die bei den sulfonierten Isomeren gute
Trennleistungen erzielte.

Die AQ-Saule zeigte hinsichtlich Selektivitat und Aufldsung der sulfonierten Verbindungen
bei gleichzeitiger Retention von aromatischen Aminen wie der p-Base die besten
Ergebnisse. Zum Prozessmonitoring wurde die Methode 2 modifiziert, in dem die
isokratische Fahrweise zu Beginn der Methode von finf Minuten auf eine Minute reduziert
wurde (siehe Monitoring Methode Abbildung 12). Damit konnte ein flacherer Gradienten
gefahren und der zeitliche Abstand zwischen den friih und spater eluierenden Substanzen
(p-Base 2,5’, Sulfanilsaure 4’) verringert werden (Vergleiche mit Abbildung 13). Die
Equilibrierung der AQ-Saule mit dem ionenpaarreagenzhaltigen Eluenten konnte im
Vergleich zur hydrophoberen SB-Saule von etwa 5,5 Bettvolumen (10 Minuten) auf 3
Bettvolumen (3 Minuten) reduziert werden, wodurch eine weitere Reduktion der
Analysendauer erzielt wird.

5.4.3 Charakterisierung des Kationensuppressors in der HPLC-Kopplung

Der Kationensuppressor wurde wie unter Kapitel 5.4 in Tabelle 17 beschrieben zwischen
dem Dioden-Array-Detektor und dem Elektrospray-Interface betrieben. Aufgrund der
unspezifischen Suppression aller im Losemittel bzw. Eluent vorhandenen Kationen kénnen
auch kationische Verbindungen aus der Probe festgehalten werden. Zur Beurteilung der
Adsorption von Azofarbstoffen, aromatischen Aminen und sulfonierten aromatischen Aminen
wurden verschiedene Azofarbstoffe und Verbindungen, die zur Gruppe der Synthese-
vorprodukte, Synthesenebenprodukte und Abbauprodukte von Azofarbstoff gehdren, unter-
sucht [216]. Diese sind in

Tabelle 22 und Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 21: Chemikalien zur Charakterisierung des Kationensuppressors

Chemikalie Hersteller

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS) Fluka Chemika, Reinheit > 99%

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat Fluka Chemika, Reinheit > 99%
Tetrabutylammoniumacetat (TBAAC) Fluka Chemika, elektrochemical grade
Wasser Roth GmbH, Rotisolv HPLC Gradient Grade
Acetonitril Roth GmbH, Rotisolv HPLC Gradient Grade
Aceton Riedel de Haen, Chromasolv fur die HPLC
Schwefelsaure Titrisol Merck c: 2,5 mol/l

Tabelle 22: Farbstoffe zur Charakterisierung des Kationensuppressors

Farbstoff Hersteller
AO5 Sigma Aldrich, Reinheit ca. 50 %
AO52 (Methylorange) Merck KGaA, Reinheit ca. 95 %
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RO16-H DyStar hydrolysiert von M. Tauber, Reinheit ca.40 %
RO107-H DyStar hydrolysiert von M. Tauber, Reinheit unbekannt
RB5-H Sigma Aldrich, Reinheit ca. 55 %

DB71 Sig_;ma Aldrich, Reinheit ca. 50 %

Tabelle 23: Vor- und Abbauprodukte, die von der Fa. DyStar Textilfarboen GmbH & Co
Deutschland KG in Leverkusen zur Verflgung gestellt wurden

Vor- und Abbauprodukte Fa. DyStar Textilfarben GmbH & Co Reinheit
Deutschland KG in Leverkusen

5AAB8ANS (5-Acetylamino-8-amino-2 Naphthalinsulfonsaure unbekannt
4ADP (4-Aminodiphenylamin) unbekannt
SS (Sulfanilsaure) unbekannt
NNDMPDA (N,N-Dimethylphenylendiamin) ca. 97 %
3ANS (C-Saure) unbekannt
DAN (1,4-Diaminonaphthalin dihydrochloridsalz) unbekannt
PB (Parabase) unbekannt
VPB (Vinylparabase) unbekannt
MS (Metanilsaure) 98 %

HS (H-Saure) 82,5 % enthalt Nickel
OS (Orthanolsaure) unbekannt
N-Acetylparabase unbekannt
SPBE (Sulfo-p-parabaseester) unbekannt
ES (Etylensulfon) unbekannt
DAS (Diaminophenylsulfon) unbekannt
CA (Chloranilin) unbekannt

5.4.3.1 Instrumentierung und Methoden zur Charakterisierung des
lonensuppressors

Um den Suppressor erfolgreich zur Entfernung des lonenpaarreagenz Tetrabutylammonium-
acetat und -hydrogensulfat fir die Massenspektrometrie einsetzten zu kdnnen, bendtigt man
die Austauschkapazitat der einzelnen Kationenaustauscher-Kartuschen. Dabei wird mittels
Retentionszeit die molare Menge des Tetrabutylammoniumkations bestimmt, die pro
Kartusche vom Suppressor maximal gebunden werden kann Weiterhin wird die moglichst
vollstandige Regenerierung nach erfolgter Adsorption getestet. Das Suppressor-Modul 753
der Fa. Metrohm wurde an die lonenchromatographie Basic 792 der Fa. Metrohm
angeschlossen. Dieses Chromatographie-System besteht aus einer pulsationsarmen
Doppelkolbenpumpe und einem sehr empfindlichen Leitfahigkeitsdetektor (siehe Abbildung
16). Der Puffer wird ohne Zwischenschaltung einer Trennsaule Uber den Suppressor 753
gepumpt und dann im Detektor die Leitfahigkeit gemessen. Ist die Aufnahmekapazitat des
Kationenaustauschers flr Tetrabutylammonium erreicht, steigt die Leitfahigkeit im Detektor
durch die zusatzlichen Kationen des Puffers an.

Isokratische Pumpe: FluR 1ml/min Tetrabutylammoniumacetat (c:1, 5 und 10 mM/L
mit 10 % Acetonitril)

Leitfahigkeitsdetektor: Detektortemperatur 40 °C mit einer Abweichung von +/- 0,01 °C

Suppressor 753: Regenerierlésung 200 mM/L Schwefelsaure mit 20 % Aceton,

sowie die Neutralisierung mit entionisiertem Wasser mit einem
Fluss von 0,5 ml/min durchgefiihrt.

Software: Metrohm Basic 792
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Steuerung- u.
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. detektor
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Abbildung 16: Aufbau der IC mit integriertem Suppressor

Einfluss der lonenzugabe zum Puffer (pH-Wert Einstellung) auf die
Gesamtleitfahigkeit vor und nach dem Suppressor

Mit dem lonenchromatograph 792 von Metrohnm wurde die Leitfahigkeit des Puffers mit
entsprechendem pH-Wert vor und nach dem Suppressor bestimmt. Dabei verzichtet man
wieder auf den Einsatz einer Trennsaule und bestimmt die Leitfahigkeit des Puffers direkt im
Leitfahigkeitsdetektor.  AnschlieBend erfolgt der Vergleich mit vorgeschalteten
Suppressionsmodul 753.

Tabelle 24: Menge der zugegebenen Sauren und Laugen zur pH-Wert Einstellung des
Puffers

Puffer pH- Zugabe an Saure bzw.  Erhohung der Gesamtkationen

Wert Lauge pro Liter Puffer lonenkonzentration -konzentration
durch Zugabe der  [mmol/L]
Lauge bzw. Saure
[mol/L]

TBAHS (c: 1 mM) 3,3 ohne Zugabe - 1,000

TBAHS (c: 1mM) 50 9,4mINaOHc:0,1mol/l  9,4*10*mol/INa*  1,00094
9,4* 10* mol/l OH

TBAHS (c:1mM) 7,5 10,1 ml NaOH c: 0,1 mol/l 1,0 *10™ mol/l Na* 1,001
1,0 * 10°mol/l OH

TBAAC (c:5mM) 3,0 51 mlH,SO,c: 0,05 molll 2,55*10° mol/lH*  5,0025

TBAAC (c:5mM) 50 15 mlHy,SO, c: 0,05 mol/l 0,75 * 10 >mol/lH*  5,00075

TBAAC (c:5mM) 6,6  ohne Zugabe - 5,000

TBAAC (c:5mM) 7,5 0,6 mINaOHc:0,1mol/l 0,6 *10“*mol/INa*  5,00006
0,6* 10* mol/l OH

Bestimmung von Absorptionsmaxima mittels HPLC mit Diodenarray-
Detektion

Die Untersuchung moglicher Wechselwirkungen der Analyten mit dem Kationenaustauscher
erfolgt Uber Vergleichsmessungen absorbieter Strahlungsmengen mit dem UV/Vis-Detektor
(siehe Abbildung 17). Um die Wechselwirkungen der Analyten am Suppressor maglichst
empfindlich zu bestimmen, werden vorher die Absorptionsmaxima im UV/Vis-
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Strahlungsbereich der Farbstoffe und deren Vor- und Abbauprodukte bestimmt. Als Methode
wird hier die lonenpaarchromatographie eingesetzt, so dass man zusatzliche Informationen
Uber das stoffspezifische Retentionsverhalten der Analyten erhalt.

Instrumentierung und Methode

Die LaChrom HPLC Anlage von Merck wird mit folgenden Einstellungen betrieben:

Niederdruckgrad.
Pumpe L7100:

FluR:

Autosampler L7200:
Saule:

Detektor L7450:

Steuersoftware:

Eluent A: 1ImM/L TBAHS u. 10 % ACN, pH 3,2

Eluent B: Acetonitril; Gradient nach 5 min 100% A mit einer
Steigung von 2%/min mit Eluent B, nach 25 min mit einer
Steigung von 10 %/min auf 90% Eluent B.

1ml/min

Injektionsvolumen: 20 ul

Select-B von Merck (Temperatur: 40 °C)
Diodenarray Messbereich 200 — 800 nm
D-7000-Multi-HSM Manager

Steuerung- u.
Auswertesoftware

Pumpe

= Diodenarra’
Aut I — Trennsaule ¥~
utosampler Detektor

Abbildung 17: Aufbau der HPLC mit Diodenarray-Detektion
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Tabelle 25: Eingesetzte Konzentrationen der Abbau- bzw. Vorprodukte der Farbstoffe

Abkiirzung Summenformel

Molekular- Konzen-tration Lésungsmittel/

gewicht [mM/L] Bemerkungen
(9/mol)

BAA8ANS C;,H{2N,0O4S 280,30 1,8 Methanol schwer l6slich

4ADP C12H4oNo 184,24 2,5 Wasser, leichte
Fluoreszenz

SS CsH/NO3S 173,18 2,7 Wasser, leicht l0slich

NNDMPDA CgHqoN> 136,19 1,2 In Acetonitril, dunkelrote
Farbung

3ANS C10H7NOeS, Na, 347,28 0,9 Wasser, farblos leicht
fluoreszierend

DAN CioH1oN22 HCI 231,12 3,1 Methanol, schwer I6slich,
leicht orange

PB CsH11NO3S 201,24 1,6 Wasser farblos

VPB CsHoNO,S 183,23 1 Wasser farblos

MS CsH/NO3S 173,19 1,7 Wasser farblos

HS C10HgNO-S, 319,31 0,6 Wasser farblos

SPBE CsH11NOgS, 329,22 3,6 Wasser farblos

NAPB C10H1sNO4S 219,16 1,1 Acetonitril farblos

ES Ci4H16 N2O4S, 340,30 0,98 Acetonitril sehr schlecht,
mit Riickstand

DAS C12H12 N202 216,14 2,05 Acetonitril

(0133 CeH7N O3S 173 4,7 Wasser

CA CeHgNCI 127.,5 10,1 Acetonitril

Tabelle 26: Eingesetzte Konzentrationen der Farbstoffe

Farbstoff Molekular- Konzentration Lésungsmittel
gewicht [mM/L]
[g/mol]
AO52 327,2 1 Wasser
AQOS 375,4 1 Wasser
RO107-H 464,7 0,86 Wasser
RO16-H 514 0,97 Wasser
RB5-H 788,1 0,83 Wasser
DB 71 1029,9 1 Wasser

Bestimmung des Molaren Absorptionskoeffizienten im UV/Vis-Detektor

Um mogliche Wechselwirkungen der
untersuchen, werden Absorbtionsmessungen der Substanzen erst direkt im UV/Vis-Detektor
durchgefiihrt und anschlieliend nachdem sie den Suppressor passiert haben. Durch die
Ermittlung des Molaren Extinktionskoeffizienten bei unterschiedlichen pH-Werten kdénnen
zusatzlich Aussagen Uber den Einfluss des pH-Wertes auf die absorbierte Strahlungsmenge
und dartber hinaus Uber pH-bedingte Strukturanderungen bzw. Veranderungen der

Analyten mit

Ladungsverteilung in den Molekilen gemacht werden.

Instrumentierung und Methode

dem Kationenaustauscher

Einsatz einer LaChrom HPLC Anlage von Merck bestehend aus:

Niederdruckgrad.
Pumpe L7100:

Flu:1ml/min
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Autosampler L7200: Injektionsvol.: 20 pl
Detektor L 7400: UV/Vis-Detektor mit Durchflusskivette, Schichtdicke: 1 cm
Steuersoftware: D-7000 Multi-HSM-Manager

Steuerung- u.
Auswertesoftware

N | uvpvis-
Pumpe Autosampler Detfektur

Abbildung 18: Anlage zur Bestimmung des Molaren Extinktionskoeffizienten

Referenzsubstanzen

Die Extinktionskoeffizienten der Farbstoffe werden bei einer Wellenlange von 436 nm und
mit den in Tabelle 3.4.1 angegebenen Konzentrationen bestimmt. Die Wellenldnge 436 nm
wird auch zur Bestimmung der Farbigkeit von Abwassern mittels Durchsichtsfarbzahl im
Abwasserreinigungsbereich verwendet, DIN EN ISO 7887. Zur Bestimmung der
Extinktionskoeffizienten der Vor- bzw. Abbauprodukte wird das bestimmte
Absorptionsmaximum des jeweiligen Stoffes gewahlt.

Tabelle 27: Farbstoffkonzentrationen zur Bestimmung des Molaren Extinktionskoeffizienten bei
436 nm

Farbstoff MG Konzentration
[g/mol] [mMI/L]
AO52 327,2 0,397
AO5 375,4 0,139
RO107-H 464,7 0,088
RO16-H 514 0,089
RB5-H 788,1 0,098
DB 71 1029,9 0,070
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Tabelle 28: Vor- und Abbauprodukte zur Bestimmung des Molaren Extinktionskoeffizienten
beim jeweiligen Absorptionsmaximum

Name & Molekular- Konzentratio Absorptions-
Summenformel Gewicht n [mM/L] maximum
(g9/mol) [nm]
5AA8ANS C;,H2N,O4S 280,30 1,00 250
4ADP C12H12N> 184,24 1,24 280
SS CeH/NO3S 173,18 2,24 210
NNDMPDA CgHq2N; 136,19 1,054 200
3ANS C10H7/NO6S, Na, 347,28 3,054 230
DAN C1oH1oN22 HCI 231,12 1,503 250
PB CsH11NO3S 201,24 1,451 280
VPB CsHgNO,S 183,23 1,435 280
MS CsH;/NO3S 173,19 1,611 210
HS C10H9NO-S; 319,31 0,429 240
SPBE CsH11NOgS, 329,22 0,696
210
NAPB C10H13NO,S 219,16 1,076 210
ES C14H16 N2O4S, 340,30 0,487 200
DAS C12H12 N2O, 216,14 2,054 200
(015 CsH;N O3S 173,19 0,942 210
CA CeHsNCI 127,5 1,656 210

Wechselwirkungen der Analyten mit dem Suppressor unter Einfluss von
Puffer und pH-Wert

Um mogliche Wechselwirkung der Farbstoffe sowie deren Vor- und Abbauprodukte mit dem
Kationenaustauscher zu untersuchen wird der Suppressor zwischen eine HPLC-Pumpe und
einen UV/Vis-Detektor geschaltet. Mittels eines Eluenten, hier die fir die
chromatographische Trennung bendtigten lonenpaarreagenzien Tetrabutylammonium-
hydrogensulfat und -acetatldsungen, werden die Analyten Uber den Kationenaustauscher
gesplult. AnschlieBend wird ihre Konzentration im Eluat tber die Absorption von Strahlung
(Lambert-Beersches-Gesetzt) im UV/Vis-Detektor bestimmt. Durch den direkten Vergleich
mit den Messungen der Absorption im UV/Vis-Detektor ohne Suppressoreinsatz wurde die
Differenz und damit die Menge der am Kationenaustauscher adsorbierten Substanz
bestimmt.

Um optimale Bedingungen fiir eine Methode mit méglichst geringen Wechselwirkungen der
Analyten am Suppressor zu finden, werden die zwei Puffersysteme Tetrabutylammonium-
hydrogensulfat und — acetat im pH-Wert Bereich 3 — 7,5 untersucht.

Instrumentierung und Methode

Niederdruckgrad. Eluent: 5 mM/LTetrabutylammoniumacetat mit 10 % Acetonitril,
Pumpe L7100 1mM/L Tetrabutylammoniumhydrogensulfat mit 10 % Acetonitril
Merck Hitachi pH-Wert Einstellung siehe Kapitel 3.2.2.

Flul: 1ml/min, isokratisch

Autosampler L7200: Injektionsvolumen: 20 pl

Detektor L 7400 UV/Vis-Detektor mit Durchflusskuvette, Schichtdicke 1 cm

Wellenlange, siehe Kapitel 3.4.
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Suppressor 753: Regeneration mit Schwefelsdure 200 mM/L und 20 % Aceton
Steuersoftware: D 7000 Multi HSM Manager

Steuerung- u.
Auswentesoftware

/

Pumpe —

Ny

I UV fvis-

Autosampler | Detektor

Abbildung 19: Aufbau der HPLC flr die Charakterisierung des Suppressors

5.4.3.2 Kapazitatsbestimmungen des Suppressors fiir TBAAC

10 mM/L Tetrabutylammoniumacetat-Puffer mit 10 % Acetonitril

Fur die Bestimmung der Kapazitat des Kationenaustauschers fiir Tetrabutylammoniumionen
wird der Suppressor 753 zwischen eine Pumpe und einen Leitfahigkeitsdetektor geschaltet.
Die maximale Adsorptionskapazitdt einer Kationenaustauschkartusche wird mittels
Retentionszeitmethode bestimmt. Der von der Pumpe Uber den Kationenaustauscher
geforderte Tetrabutylammoniumpuffer, insbesondere die Kationen des Puffers, werden vom
Austauscher gebunden. Erst wenn dessen Kapazitat erreicht bzw. Uberschritten wird,
erreichen auch die Tetrabutylammoniumkationen den Detektor und die Leitfahigkeit steigt an.
Dann wird der Suppressor im Turnus einmal weitergeschaltet und die fir den Austausch
benutzte Kartusche wird mit Schwefelsaure und Aceton regeneriert, wahrend die andere flr
den Austauschprozess zur Verfugung steht.
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N20 - \é\g__g/g S L
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515 - O -Kartusche 1
210 —=—Kartusche 2
’Ds 5 - A~ Kartusche 3

0 I I I I I I |

0 2 4 6 8 10 12 14
Anzahl der Laufe pro Kartusche

Abbildung 20: Durchbruchzeit mit 10 mM/L Tetrabutylammoniumacetatpuffer
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Die Ergebnisse der Kapazitdtsbestimmung mittels Retentionszeitmethode zeigen
reproduzierbare reversible Adsorptions- bzw. Desorptionsprozesse (Abbildung 20). Uber den
gesamten  Zeitraum der Untersuchung bleibt die Durchbruchzeit fir das
Tetrabutylammoniumkation mit einer Konzentration von 10 mM/L bei allen drei
Kationenaustauscherkartuschen zwischen 20 und 25 Minuten konstant. Bei einem Fluss von
1 ml/min und einer Pufferkonzentration von 10 mM/L betragt die Adsorptionskapazitat Q des
Kationenaustauschers flir TBAAC 250 uM pro Kartusche. Theoretisch moglich waren 430
MM pro Trockenmaterial pro Kartusche.

Wichtig flr die Reproduzierbarkeit des lonenaustausches ist die Zugabe von 20 % Aceton
zur schwefelsauren Regenerierldsung. Aceton bewirkt eine bessere Desorption des
organischen Kations Tetrabutylammonium vom Austauscher und sichert damit eine
reproduzierbare Austauscherkapazitat nach der Regeneration und Neutralisierung.

5 mM/L Tetrabutylammoniumacetat-Puffer mit 10 % Acetonitril

Beim Einsatz eines niedriger konzentrierten 5 mM/L Puffers erhdht sich die Durchbruchzeit
von 20 - 25 auf 40 — 45 Minuten, die Austauschkapazitat Q bleibt bei 250 uM pro Kartusche
konstant.

. 60
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2 40 - = A
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S 30 -
S K artusche 1
- 20 AN~—~Kartusche 2
2 10
= = @ -+Kartusche 3
0
0 [ [ [ [ [
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Anzahl der Laufe

Abbildung 21: Durchbruchzeit mit 5 mM/L Tetrabutylammoniumacetatpuffer

Die chromatographische Methode zur Bestimmung von Azofarbstoffen und deren
Abbauprodukten wird mittels Zugabe des lonenpaarreagenzes Tetrabutylammoniumacetat in
einer Konzentration von 5 mM/L durchgefihrt. Fir die Auftrennung wird eine
Gradientenmethode von ca. 30 min eingesetzt. Das bedeutet, die jeweilige fur die Bindung
des Tetrabutylammoniumkations eingesetzte Kartusche kann bei einer Pufferkonzentration
von 5 mM/L mindestens Uber eine Zeitspanne von 30 min eine Adsorption des Kations
gewahrleisten. Der Suppressor muss nicht wahrend einer Messung in der Chromatographie
geschaltet werden. Er kann mit jeweiliger neuer Probeninjektion weitergeschaltet werden.
Somit steht flir jede neue Messung eine reproduzierbar  regenerierte
Kationenaustauschkartusche zur Verfugung.

1 mM/L Tetrabutylammoniumacetat-Puffer mit 10% Acetonitril
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Der Durchbruch findet nach 230 min statt. Auch hier entspricht die Austauschkapazitat Q
wieder ca. 250 uM pro Kartusche. Die theoretische Austauschkapazitat von 430 uM pro
Kartusche entspricht einer Angabe fir Wasserstoff-lonen. Es handelt sich hier um die
statische Austauschkapazitat fur einen maximalen lonenaustausch mit vollstandigem
Erreichen der Austauschgleichgewichte. Das Tetrabutylammonium-lon ist ein groferes
Molekil in dem die positive Ladung durch die organischen Butylreste abgeschirmt wird.
Dadurch verringert sich die Affinitdt zum lonenaustauscher und damit auch die
Austauschkapazitdt Q. Auferdem wird hier im dynamischen Bereich, soll heiRen im
FlieRbetrieb, die Kapazitat bestimmt, die grundsatzlich niedriger als die statische Kapazitat
ausfallt. Der Metrohm Suppressor 753 mit den drei Kationenaustauschkartuschen besitzt fir
jede Kartusche eine ausreichende Kapazitdt, um bei einer flissigchromatographischen
Trennung des Analysengemisches mit einer Zeitdauer von 30 min, das stérende Kation des
5 mM/L Tetrabutylammoniumpuffers zu adsorbieren und damit vor der Massenspektrometrie
zu entfernen.

5.4.3.3 Der Einfluss der lonenzugabe zum Puffer auf die Gesamtleitfahigkeit
vor und nach dem Suppressor

Um den Einfluss des pH-Wertes des Puffers auf die Wechselwirkungen der Substanzen mit
dem Kationenaustauscher zu untersuchen, werden die Puffer mittels verdinnter
Schwefelsdure bzw. Natronlauge auf pH-Werte im Bereich 3 — 7,5 eingestellt (siehe
Methode in Kapitel 3.3). In diesem pH Bereich ist der Betrieb der in dieser Arbeit
eingesetzten chromatographischen Trennsaulen mit Reverse-Phase Materialien moglich.

Im Leitfahigkeitsdetektor wurde die Leitfahigkeit vor und nach dem lonenaustausch des
Kationenaustauschers ermittelt.

Tabelle 29 Leitfahigkeitsmessungen der Puffer TBAHS und TBAAC bei verschiedenen pH-
Werten

Puffer Zugabe an lonenkonzentratio pH- Leitfahigkei Leitfahigkei
Sdure bzw. n der zugefithrten Wert tvor dem t nach dem
Lauge pro Liter Menge an Sauren Suppressor Suppressor
Puffer bzw. Laugen [uS/cm] [uS/cm]
TBAHS 1 mM ohne - 3,3 319,7 506,2
TBAHS 1 mM 9,4 ml NaOH 9,4 *10* molll Na* 5,0 176,4 507,5
c: 0,1 mol/l 9,4* 10 mol/l OH"
TBAHS 1 mM 10,1 ml NaOH 1,0 *10° mol/INa* 7,5 178,1 510,8
c: 0,1 mol/l 1,0 * 10°mol/l OH’
TBAAC 5 mM 51 ml H,SO, 2,55* 10 mol/l H* 3,0 533,3 483,4
c: 0,05 mol/l
TBAAC 5 mM 15 ml H,SO, 0,75* 10 “mol/lH* 5,0 286,6 482,5
c: 0,05 mol/l
TBAAC 5 mM ohne - 6,6 2422 66,6
TBAAC 5 mM 5 ml NaOH 0,5*10° mol/INa* 7,5 252 70,2

c: 0,1 molll 0,5 * 10 mol/l OH

Die lonenpaarreagenzien werden mit unterschiedlichen Konzentrationen fir die
Chromatographie eingesetzt. Der 1mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfatpuffer zeigt einen
sauren pH-Wert von 3,3. Der relativ hohen Konzentration an H*-lonen entsprechend misst
man hier eine relativ hohe Leitfahigkeit von ca. 320 uS/cm (siehe Tabelle 29). Durch den
Austausch des Tetrabutylammonium-Kations gegen H*-lonen am Kationenaustauscher steigt
die Leitfahigkeit aufgrund der héheren Aquivalentleitfahigkeit der H*-lonen nach Passieren
des Kationenaustauschers auf Werte um 500 uS/cm an. Mit der Anhebung des pH-Wertes
auf pH 5 bzw. pH 7,5 sinkt die Leitfahigkeit des Puffers, um dann nach dem Austausch der
Kationen am Suppressor wieder um Werte von 500 uS/cm anzusteigen.
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Der Tetrabutylammoniumacetatpuffer zeigt ein etwas anderes Verhalten (Tabelle 29). Er wird
mit einer Konzentration von 5 mM/L eingesetzt und besitzt einen aufgrund der Pufferwirkung
des Acetat-Anions einen beinah neutralen pH-Wert von 6,6. Seine Leitfahigkeit betragt ca.
250 uS/cm. Nach Passieren des Kationenaustauschers werden die frei werdenden H*-lonen
vom Acetatanion weiter abgepuffert und die Leitfahigkeit wird niedriger mit einem Wert von
ca. 60 uS/cm. Wird der Puffer angesauert, steigt seine Leitfahigkeit und die Pufferwirkung
des Acetat-lons reicht nicht mehr aus, die durch den Austausch entstehenden H*-lonen zu
neutralisieren. Die Leitfahigkeitswerte steigen nach dem Kationenaustausch auf ca. 500
pS/cm an, vergleichbar mit den Ergebnissen des 1 mM/L Tetrabutylammoniumhydrogen-
sulfatpuffers.

Bestimmung der Absorptionsmaxima auf der HPLC mit Diodenarray-
Detektion

Um eine optimale Wellenlange fur die Untersuchung der Wechselwirkungen der Vor- und
Abbauprodukte mit dem Kationenaustauscher zu nutzen, wurden die Absorptionsmaxima im
UV/Vis-Strahlungsbereich der Vor- und Abbauprodukte mit der Methode aus Kapitel 3.3
bestimmt. Fir die Farbstoffe wurde die Wellenlange 436 nm ausgewahlt, da sie einer der
Wellenlangen entspricht, wie sie auch zur Bestimmung der Farbung des Abwassers
eingesetzt werden In der folgenden Tabelle 30 werden die Konzentrationen und die
entsprechenden Flachenwerte bei 436 nm dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Wellenlange eine ausreichende Empfindlichkeit fir die Untersuchung der Farbstoffe
gewabhrleistet.

Tabelle 30: Flachenwerte der Azofarbstoffe bei 436 nm im Diodenaarraydetektor

AO5 AO52 RO16-H RO107-H RB5-H DB71

Retentions- 27,8 24,9 19,3 17,2u. 19,6  23,5u. 26,5
zeit [min] 25,8
Absorptions- 275 270 260 240 230 580
maxima [nm] 430 460 300 430 310

490 588
Flache bei 7934075 1101635 407040 384391 38670 567490
436 nm [AU] 468535 353380

Tabelle 31: Absorptionsmaxima und Flachen der Vor- und Abbauprodukte im
Diodenarraydetektor

5AA8 4ADP SA NNDM 3ANDS DAN PB VPB
ANS PDA
Retentions-zeit 5 6,2 2,7 50u. 14,6 10 3,4 10,2
[min] 30,7
Absorptions- 230 280 210 200u. 230 210 268 280
maxima [nm] 455
Flache im 4405 10159 793033 14551 676020 89090 44432 4179860
Absorptions- 62 574 2 39 9 8 84

maximum [AU]
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Tabelle 32: Absorptionsmaxima und Flachen der Vor- und Abbauprodukte im
Diodenarraydetektor

MeS HS SPBE NAPB ES DAS 0S CA
Retentions- 24 14,6 13,5 3,0 10,1 8,1 4,9 54
zeit [min]
Absorption 210 240 210 210 200 200 210 210
s-maxima
[nm]
Flache im 5692040 1570315 2805120 8356422 1112315 2672528 5459320 48216523
Absorption 4 0 3
s-maximum
[AU]

Fur die Untersuchung der Wechselwirkungen der Vor- und Abbauprodukte mit dem
Kationenaustauscher werden die jeweiligen Wellenlangen der in Tabelle 4.3.2 angegebenen
Absorptionsmaxima eingesetzt. Diese liegen in einem Strahlungsbereich von 200 — 300 nm.
Betrachtet man die Retentionszeiten die aus der lonenchromatographie resultieren, so sieht
man, dass zuerst die kleineren organischen Molekile der Vor- und Abbauprodukte eluieren.
Im groRen und ganzen kann man sagen, je groRer der organische Anteil im Molekil desto
starker die Wechselwirkungen mit der C4g-Phase der Trennsaule, desto spater retenieren die
Substanzen. Enthalt das Molekil aber polare funktionelle Gruppen, wird die Bildung eines
lonenpaares mit dem lonenpaareagenz der mobilen Phase wieder verstarkt, was zu einer
geringeren Verzdgerung der Substanzen auf der stationdren Phase fuhrt.

Die ersten Substanzen die nach der in Kapitel 3.3 beschriebenen Methode nach 2 — 3 min
retenieren sind die Parabase (PB), die Acetylparabase (NAPB), die p-, o- und m-
Sulfanilsauren (SA, OA; MA), wobei von den Isomeren die Orthanilsaure aufgrund der
Molekulstruktur ~ die  gréReren  Wechselwirkungen  zeigt. Darauf folgen die
Referenzsubstanzen in der Reihenfolge: 5-Acetylamino-8-amino-2-naphthalinsulfonsaure
(5AA8ANS), Chloranilin (CA), 4-Aminoduphenylamin (4ADP), N,N-Dimethylphenylendiamin
(NNDMPDA). Diese eluieren im Bereich von 4- 6 min. Dann retenieren die Substanzen
Diaminophenylsulfon (DAS), Ethylensulfon (ES), Vinylparabase (VPB) und 1,4-
Diaminonaphthalin (DAN) im Bereich von 8 —10 min und die Analyten Sulfo-p-baseester
(SPBE), C-Saure (3ANDS), H-Saure (HS) im Bereich von 12 - 15 min. Die Azofarbstoffe
folgen dann mit zunehmendem Acetonitrilanteil der mobilen Phase in der Reihenfolge
RO107-H, RO16-H, RB5-H, DB71, AO52 und AO5. Die Retentionszeiten sind in Tabelle 30-
Tabelle 32 im einzelnen dargestellt.
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Bestimmung des Molaren Absorptionskoeffizienten im UV/Vis- Detektor

Um eine mdogliche Bindung der Analyten am Kationenaustauscher zu untersuchen, werden
zuerst die Molaren Absorptionskoeffizienten bestimmt. Die Methode wurde breits
beschrieben.

Tabelle 33: Molare Absorptionskoefizienten der Azofarbstoffe bei der Wellenlange 436 nm

AO5 AO52 RO16-H RO107-H RBS5-H DB71

Konz. [uM/L] 139 397 88 89 97 70
Flache beim TBAAC 6335668 5430026 1120769 1818092 1016190 966936
Puffer

pH 3,0

Molarer Absorptionsk. 45580 13676 12736 20660 10369 13813
[cm™*uM™]

Flache beim TBAAC 6542613 8606161 1126768 1682206 1023895 1096978
Puffer

pH 7,5

Molarer Absorptionsk. 47069 21678 12804 19115 10447 15671
[cm M

Die Ergebnisse in Tabelle 33 zeigen den Einfluss des pH-Wertes auf die Farbigkeit und
damit auf den Molaren Absorptionskoeffizienten der Farbstoffe. Vor allem bei AO52
(Methylorange) steigt er von 13676 pM™* cm™ bei pH 3,0 auf 21678 uyM™* cm™ bei pH 7,5.
Diese entspricht dem Farbumschlag von rot nach gelb im Einsatz als Saure/Base Indikator.

Tabelle 34: Molare Absorptionskoeffizienten der Vor- und Abbauprodukte bei 200 — 280 nm

Substanzen Konzen- Wellen- Flache mit Molarer Flache Molarer
tration lange TBAAC Absorptions- mit Absorptions-
[uM] [nm] Puffer koeffizient bei TBAAC  koeffizient bei
[pH 3,0] pH 3,0 Puffer pH 7,5
[cm™ M) [PH7,5] [cm™uMT]
5AA8ANS 1000 250 2387302 2387 3250748 3250
4ADP 1279 280 18831081 14723 16599758 12978
SS 2240 210 16263747 7247 1083785 4849
NNDMPDA 1054 200 13056506 12387 11848386 11241
3ANS 3054 230 17683576 5790 16621675 5442
DAN 1503 250 13453482 8957 18462888 12292
PB 1451 280 11984826 8259 12129658 8359
VPB 1435 280 18184382 12672 17930169 12494
MeS 1611 210 1475921 9161 16889675 10484
HS 429 240 13123638 30591 12014363 28005
SPBE 696 210 8864816 12736 8757167 12582
NAPB 1076 210 7926086 7366 7568074 7026
ES 487 200 3123168 6413 2588374 5315
DAS 2054 200 25789928 12555 24507485 11931
oS 942 210 8052843 8548 7391453 7846
CA 1656 210 11566947 6981 6388774 3857

Auch bei den Farbstoffen AO5 und DB71 erhoht sich der Molare Absorptionskoeffizient mit
steigendem pH-Wert leicht. In Tabelle 34 sind die Absorptionskoeffizienten der Vor- und
Abbauprodukte der Farbstoffe aufgelistet. Auffallig ist hier der Einfluss des pH-Wertes bei
den Stoffen OS und SS, 4ADP, CA und ES. Im pH-Bereich 3 liegen die Werte fir den
Absorptionskoeffizienten dieser Substanzen deutlich héher als im neutralen Medium. Den
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grofiten Molaren Absorptionskoeffizienten zeigt HS mit ca. 3000 |J|V|'1* cm™. 4ADP, VPB,
SPBE und DAS besitzen Molare Absorptionskoeffizienten von ca. 12000 uM™* cm™. Bei den
anderen Substanzen liegen die Werte im Bereich von 3000 bis ca. 10000 uM™* cm™.

5.4.3.4 Wechselwirkungen der Azofarbstoffe mit dem Suppressor unter
Einfluss von Puffer und pH-Wert

Puffersystem 5 mM/L Tetrabutylammoniumacetat

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen der Azofarbstoffe mit dem Kationenaustauscher
wurden, wie in Kapitel 3.5 beschrieben, zwei Puffersysteme Tetrabutylammoniumacetat
(Eigen-pH-Wert 6,6) und -hydrogensulfat mit pH-Werten von 3.0, 5.0 und 7.5 eingesetzt. Die
Azofarbstoffe wurden in bekannter Konzentration einmal direkt im UV/Vis-Detektor
vermessen und anschlieRend mit dem Detektor vorgeschaltetem Suppressor im Vergleich
untersucht. Beim Passieren des stark sauren Kationenaustauschers kommt es durch den
Austausch des Tetrabuytlammoniumkations gegen H*-lonen zu einer erhéhten Konzentration
an H¥-lonen in der Losung. Dieses konnte einen Einfluss auf den Molaren
Absorptionskoeffizienten und auf die kationischen Eigenschaften der Farbstoffe haben.

Bei den Azofarbstoffen handelt es sich um aromatische Verbindungen, die Amino-, Hydroxyl-
und Sulfonsauregruppen als funktionelle Substituenten in ihren Molekulen besitzen. Die Azo-
und die Aminogruppen liegen in wassrigen Losungen, vor allem im sauren pH-Bereich,
protoniert vor. Damit bekommt das organische Molekul eine positive Ladung und reagiert wie
ein Kation, welches somit auch mit dem Kationenaustauscher in Wechselwirkung treten
konnte. Wenn diese organischen Kationen am Kationenaustauscher gebunden werden,
stehen sie fur eine Untersuchung in der Massenspektrometrie nicht mehr zu Verfugung.

MpH 3,0 EpH 5,0 O Eigen-pH 6,6 UpH7,5
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Abbildung 22: Bindung der Azofarbstoffe am Kationenaustauscher unter Einsatz des 5 mM
Tetrabutylammoniumacetatpuffers bei verschiedenen pH-Werten

In der Abbildung 22 werden die Ergebnisse der Wechselwirkungen der Farbstoffe mit dem
Kationenaustauscher in Abhangigkeit von ihrer chemischen Struktur dargestellt. Am Beispiel
des Farbindikators Methylorange, hier AO52, kann der Einfluss des pH-Wertes auf die
Farbigkeit und damit auch auf die Molekulstruktur deutlich gezeigt werden. Bei Methylorange
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handelt es sich um einen Azofarbstoff, an dem sich an der Azobrucke zwei in p-Stellung
substituierte Phenylringe befinden (Abbildung 23). An einem der Phenylringe befindet sich
eine Sulfonsauregruppe und am anderen eine Dimethylaminogruppe als Substituent. Die
Dimethylaminogruppe am Phenylring hat aufgrund des positiven mesomeren Effektes nur
geringe basische Eigenschaften, die allerdings teilweise durch den Elektronen schiebenden
Effekt der Methylgruppen wieder verstarkt werden. Im sauren Milieu findet eine Protonierung
statt, die Uber zwei mesomere Grenzstrukturen und der Bildung eines chinoiden Systems
stabilisiert wird. Dabei kommt es zu einer Farbanderung von gelb nach rot. Der Farbstoff
kann aufgrund seiner Farbveranderung resultierend aus der Protonenumlagerung als
Indikator bei Neutralisationsreaktionen bzw. -titrationen eingesetzt werden.

Die Eigenschaft der Bildung eines stabilen Kations des Farbstoffes AO52 flihrt zu einer
Bindung von 27 — 30 % des eingesetzten Farbstoffes bei den pH Werten 6,6 und 7,5 am
stark sauren Kationenaustauscher. Durch Ansauern des Puffers mit Schwefelsaure auf pH 5
bzw. pH 3, nahm die Protonierung des Farbstoffes deutlich zu und damit stieg auch die
Adsorption am Kationenaustauscher auf ca. 60 % des geldsten Farbstoffes.

A
(H) _ _CH,

I-D—ﬁ N=N N
o - - CH,
o

H

Abbildung 23: Mesomere Grenzstrukturen des Farbstoffmolekils AO52

Die Molekdlstruktur von AO5 gleicht der von AO52 (Abbildung 24). Allerdings befindet sich
anstelle der Methylgruppen eine weitere Phenylgruppe an der Aminogruppe. Das freie
Elektronenpaar des Stickstoffes wird zusatzlich in dieses delokalisierte System der -
Elektronen des aromatischen Restes miteinbezogen. Daurch verringert sich die
Wahrscheinlichkeit der Anlagerung eines Protons und dadurch die Bildung eines stabilen
Kations. Auch ftritt hier keine Umlagerung des Protons im Molekil, wie bei Methylorange
beschrieben, auf. Dadurch wird der Farbstoff nur mit ca. 5 % absorbierter Menge bei pH 6,6
und pH 7,5 deutlich weniger gebunden als Methylorange bei gleichen pH-Werten. Und auch
bei pH-Werten von 5 und 3 liegt die absorbierte Substanzmenge mit maximal 15 % deutlich
unter der von Methylorange bei diesem pH-Wert.
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Abbildung 24: Mesomere Grenzstrukturen des protonierten Farbstoffes AO5
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Das Molekil des Reaktivfarbstoff RO16-H besteht aus einer Azogruppe, an der sich auf der
einen Seite ein Phenylrest mit einer Ethanolsulfonylgruppe befindet und auf der anderen
Seite ein Naphthylrest, der mit einer Hydroxylgruppe an 1.-, einer Sulfonsduregruppe an 3.-
und einer N-Acetylaminogruppe an 6. Position substituiert ist. Eine Protonierung ist hier
einmal an der Azogruppe und andererseits an der N-Acetylaminogruppe moglich (Abbildung
25). Die Azogruppe ist jedoch durch die Tautomerie zwischen der sich in ortho-Stellung
befindenden Hydroxylgruppe vor einer Protonierung geschitzt [3]. Die N-Acetylaminogruppe
besitzt nur eine geringe Basizitat, da die Naphthyl- und Carbonylgruppe elektronenziehend
wirken und das freie Elektronenpaar des Stickstoffes mehr in die mesomeren Grenzformeln
des Saureamids und des Naphthylrestes mit einbezogen wird. Zusatzlich wird der negative
induktive Effekt der Naphthylgruppe durch die elektronenziehenden Einflisse der Hydroxyl-
und der Sulfonsauregruppe noch verstarkt. Diese Molekilstruktur I&sst sich nur sehr schlecht
in eine kationische Verbindung Uberfihren und wird deshalb auch bei niedrigen pH-Werten
nicht vom Kationenaustauscher gebunden.
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Abbildung 25: Mesomere Grenzstrukturen des protonierten Farbstoffes RO16-H
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Der Reaktivfarbstoff RO107-H besteht aus zwei Phenylringen (siehe Abbildung 26), die tber
eine Azogruppe verbunden sind. An dem einen Phenylring befindet sich eine N-
Acetylaminogruppe in ortho-Stellung zur Azogruppe, in meta Stellung eine
Sulfonsauregruppe und direkt daneben in para-Stellung eine Aminogruppe. Die
Sulfonsauregruppe bewirkt durch ihren — I-Effekt und ihren —M-Effekt direkt in Nachbarschaft
zur Aminogruppe einen verstarkten mesomeren Effekt auf das freie Elektronenpaar am
Stickstoff. Die Elektronendichte am Stickstoffatom wird so verringert, das sich kein stabiles
Kation mehr ausbilden kann. Auch hier findet daher, wie beim Farbstoff RO16-H, praktisch
keine Bindung am Kationenaustauscher statt.
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Abbildung 26: Mesomere Grenzstrukturen des protonierten Farbstoffes RO107-H

Der Farbstoff RB5-H enthalt eine Naphthylgruppe die Uber zwei Azogruppen mit jeweils
einem Phenylring verbunden ist (Abbildung 27). An den beiden Phenylringen befinden sich
jeweils eine Ethanolsulfonylgruppe. Am Naphthylring befinden sich eine Aminogruppe in 1-,
zwei Sulfonsauregruppen in 3- und 5- und eine Hydroxylgruppe in 8-Position. Bei der
Hydroxylgruppe Uberwiegt der positive mesomere Effekt der freien Elektronenpaare den
negativen induktiven Effekt. Die zwei Sulfonsauregruppen wirken mit ihrem negativen
induktiven als auch negativen mesomeren Effekt und verringern die Elektronendichte im
aromatischen System. AulRerdem kommt es zu ahnlichen Tautomerie-Effekten wie beim
Farbstoff RO16-H. Dadurch wird die Azogruppe vor einer externen Protonierung geschitzt.
Die Ausbildung einer positiven Ladung an der Aminogruppe erfolgt nur im sauren pH
Bereich. Zusatzlich erhdhen die zwei Sulfonsduregruppen aufgrund ihrer anionischen
Eigenschaften die Wasserloslichkeit und damit behindern sie die Bindung am
Kationenaustauscher. Dieser Farbstoff wurde in den Untersuchungen bei pH 5 bis pH 7,5
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nicht am Kationenaustauscher gebunden und bei pH 3 nur mit 10 % der eingesetzten Menge
adsorbiert.
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Abbildung 27 Mesomere Grenzstrukturen des protonierten Farbstoffes RB5-H

Das Farbstoffmolekil DB71 besteht aus einem Grundgerust von vier Naphtylringen, die
untereinander Uber drei Azogruppen verbunden sind (Abbildung 28). Am ersten Naphthylring
befinden sich zwei Sulfonsauregruppen, am zweiten keine und am dritten eine
Sulfonsauregruppe. Die relativ groRe Anzahl der Sulfonsduregruppen bewirkt eine gute
Loslichkeit des Farbstoffes im Wasser bzw. Puffer und verleihnt dem Molekil anionische
Eigenschaften. Am endstandigen vierten Naphthylring befinden sich eine Aminogruppe in 3-,
eine Sulfonsauregruppe in 6- und eine Hydroxylgruppe in 7-Position. Diese Konstellation der
funktionellen Gruppen an einer Naphthylgruppe gleicht der, die man auch im Molekul von
Reactive Black 5 vorfindet. Mit dem Unterschied, dass es eine Sulfonsduregruppe weniger
enthalt und die Aminogruppe anstatt in 1-Position in 3-Position am Naphthylring gebunden
ist. Auch dieser Farbstoff DB71 bildet nur im sauren Bereich (hier pH 3,0) eine positive
Ladung am Stickstoffatom der Aminogruppe aus. Dieser Effekt ist jedoch so gering, dass wie
bei RB5-H auch nur bei pH 3,0 des Puffers nur ca. 10 % des Farbstoffes am
Kationenaustauscher zurlickgehalten werden.
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Abbildung 28: Mesomere Grenzstrukturen des Farbstoffes DB71

Puffersystem 1 mM/L Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

Zum Vergleich wurden die Untersuchungen beziiglich der Wechselwirkungen der Stoffe am
Kationenaustauscher mit einem anderen Puffersystem vorgenommen. Dieses Puffersystem
wird in der HPLC in einer geringeren Konzentration (im Vergleich zu Tetrabutylammonium-
acetat 5 mM) von 1 mM verwendet. Es hat einen Eigen-pH-Wert von 3,3 im Vergleich zu
Tetrabutylammoniumacetat mit einem Eigen-pH-Wert von 6,6. Die Pufferkapazitat des
Hydrogensulfat-lons ist im Vergleich zum Acetat-lon geringer. In diesem Versuch wurde mit
Natronlauge (0,1 mol/L) der pH-Wert des Tetrabutylammoniumhydrogensulfatpuffers auf 5
und 7,5 eingestellt und anschlieBend der Einfluss des pH-Wertes auf eine mdogliche
Adsorption am Suppressor untersucht. Wichtig flr die Betrachtung der Ergebnisse ist, dass
durch die Zugabe der Natronlauge zum Puffer zuséatzliche Kationen in die mobile Phase
gelangen, die wiederum am Kationenaustauscher gegen H*-lonen ausgetauscht werden.

Die durch den Austausch entstehenden H*-lonen werden nicht durch die mobile Phase
abgepuffert, wie das beim Tetrabutylammoniumacetat der Fall ist, sondern koénnen in
direkten Kontakt mit den Analyten treten. Die Untersuchung zeigt eine starkere Bindung der
Farbstoffe AO5 (8%) und AO52 (50 %) im Vergleich zu den Reaktivfarbstoffen mit maximal 9
% und DB71 mit maximal 9 % im sauren pH Bereich. Dieses Ergebnis ist mit dem des
Terabutylammoniumhydrogenacetatpuffer vergleichbar und begriindet sich durch die im
vorherigen Kapitel dargestellten Molekulstrukturen. Allerdings tritt hier bei den Farbstoffen
AO5 und AO52 ein anderer Trend als im Tetrabutylammoniumacetatpuffer auf. Die
adsorbierte Menge der Farbstoffe steigt scheinbar mit zunehmenden pH-Wert an. Bei beiden
Puffersystemen werden beim sauren pH-Wert Bindungswerte zwischen 50 und 60 % fur den
Farbstoff Methylorange erhalten. Fur die pH-Werte 5 bzw. 6,6 und 7,5 weichen die
Ergebnisse der Messungen in beiden Puffersystemen jedoch stark voneinander ab. Beim
Tetrabutylammoniumacetat werden beim pH-Wert 7,5 ca. 25 % des Farbstoffes gebunden,
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wahrend beim Tetrabutylammonium-hydrogensulfatpuffer ca. 70 % des Farbstoffes
gebunden werden.

Die Erklarung fir diesen Unterschied liegt im unterschiedlichen Abpufferungsverhalten der
lonenpaareagenzien und in der Zugabe von Natronlauge zum Tetrabutylammonium-
hydrogensulfatpuffer um diesen auf pH 7,5 einzustellen. Die Natrium-lonen werden
zusatzlich zu den Tetrabutylammoniumionen gegen H*-lonen ausgetauscht und werden nicht
abgepuffert, so kdnnen sie mit dem Farbstoff reagieren. Dieses fihrt zu einer starkeren
Bindung von Methylorange beim pH-Wert 7,5 wund 5,0 im Puffersystem
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat. Auch beim Farbstoff AO5 tritt dieser Effekt auf. Jedoch
nicht so ausgepragt wie beim AO52. Hier verringert sich die adsorbierte Menge von 10 % auf
ca. 6 % bei einer Veranderung des pH Wertes von 7,5 auf 3,3.

Fur die Reaktivfarbstoffe, die aufgrund ihrer Molekulstruktur relativ unempfindlich gegentber
Protonierungsreaktionen sind, ergeben sich fir beide Puffersysteme vergleichbare Resultate.
Nur im sauren pH Bereich tritt eine leichte Adsorption der Farbstoffe RO16-H (4 % bei pH
3,3), RB5-H (8 % bei pH 3,3) und DB71 (9 % bei pH 3,3) auf. Ein besonderer Effekt bei den
Messungen in beiden Puffersystemen sind die héheren Extinktionswerte nach Durchlaufen
des Suppressors im Vergleich zu den Messungen ohne Suppressor fur die Farbstoffe
RO107-H, RB5-H und DB71. Dieser Effekt tritt vorwiegend bei neutralem pH Wert auf und
betrifft die Substanzen, die nicht am Kationenaustauscher gebunden werden. Wahrscheinlich
wird durch den Einfluss des stark sauren Kationenaustauschers der Molare
Absorptionskoeffizient der Stoffe verandert, wie es auch bei Methylorange (AO52) und
anderen Analyten im nachsten Kapitel der Fall ist.

Tabelle 35: Ubersicht tber die Bindungsmenge der Farbstoffe am Kationenaustauscher mit
verschiedenen Puffern und pH-Werten

imM/L 1mM/L 1mM/L 5mM/L  5mM/L  5mM/L  5mMI/L
TBAHS TBAHS TBAHS TBAAC TBAAC TBAAC TBAAC
pH33 pH50 pH75 pH30 pH50 pHGE6 PpH7,5

AO5 6,5 7,4 9,9 14,2 4,2 2,0 2,6
A0O52 49,9 67,2 72,5 63,3 58,9 26,6 27,2
RO107-H 3,2 -0,6 1,8 0,2 0 0,4 0,5
RO16-H -0,6 -1,0 -2,4 1,2 -1,8 -1,7 -3,1
RB5-H 6,8 0,8 -2,3 11,2 0,7 -1,5 -2,2
DB71 8,5 1,0 -2 9,7 -2,1 -1,9 1,0

5.4.3.5 Wechselwirkungen der Vor- und Abbauprodukte mit dem Suppressor
unter Einfluss von Puffer und pH-Wert

Puffersystem 5 mM/L Tetrabutylammoniumacetat

Beim anaeroben biologischen Abbau der Azofarbstoffe entstehen oftmals kurzkettige
aromatische Amine als Intermediate. Die Azogruppe wird gespalten und im sauerstoffarmen
Milieu zu einer Aminogruppe reduziert. Zur Aufkldrung des Abbaumechanismuss der
Farbstoffe ist die Strukturanalyse mittels LC/MS sehr wichtig. Deshalb wurden bekannte
wichtige Intermediate und Ausgangs- bzw. Kupplungskomponenten auf ihre Eigenschaften
bezuglich der Kationenbildung und damit der méglichen Bindung am Suppressor untersucht.
Vor allem der Einsatz von Puffersystemen mit nahezu neutralen pH-Werten (6,6 und 7,5)
sollen eine Kationenbildung moglichst verhindern und somit die Stoffe den
Kationenaustauscher passieren lassen, damit man sie im Massenspektrometer analysieren
kann. An den Ergebnissen dieser Untersuchung sieht man besonders deutlich, dass gerade
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die Substanzen die freie Amino- und keine Sulfonsduregruppen im Molekll besitzen, vom
Suppressor zurlickgehalten werden.

Dieses sind die Substanzen 4ADP, NNDMPDA, DAN, PB, VPB, ES, DAS und CA deren
Struktur in Abbildung 29 dargestellt sind. Beim 4ADP handelt es sich um ein
Abbauintermediat aus dem Farbstoff AO5. Wie aus den vorherigen Untersuchungen der
Bindung der Farbstoffe bekannt ist, werden vorwiegend im sauren pH Bereich ca. 10 %
dieses Farbstoffes am Kationenaustauscher zuriickgehalten. Nach der reduktiven Spaltung
der Azogruppe befindet sich ein Molekul mit Sulfonsduregruppe und Aminogruppe in para
Stellung (Sulfanilsdure) und ein Molekil ohne Sulfonsauregruppe, die Substanz 4ADP im
Abwasser (siehe Abbildung 30). Durch die zwei Aminogruppen am 4ADP reagiert diese
Abbaukomponente basischer als sein Ursprungsfarbstoff. Dazu kommt seine geringe
Wasserl6slichkeit aufgrund der nicht vorhandenen Sulfonsduregruppen. Beide Faktoren
tragen zu dem Ergebnis der 100 % igen Bindung am Kationenaustauscher bei.

Gleiches gilt fur die Substanz NNDMPDA. Hierbei handelt es sich um ein Intermediat des
anaeroben Abbaues von Methylorange (AO52). Schon die Untersuchungen dieses
Farbstoffes zeigten aufgrund der guten Stabilisierung eines Kations in diesem Molekiil eine
relativ groRe Bindung am Kationenaustauscher. Nach der Spaltung der Azogruppe befindet
sich nun noch eine zusatzliche Aminogruppe am Molekil. Ohne eine Sulfonsduregruppe in
der Struktur, wird auch dieser Stoff zu 100 % bei den untersuchten pH-Werten am
Kationenaustauscher gebunden. Die Sulfanilsdure (SS), die beim Abbau beider Farbstoffe
entsteht, enthalt zwar auch eine Aminogruppe, aber zeigt aufgrund anionischer
Eigenschaften durch die Sulfonsauregruppe keine Adsorption am Kationenaustauscher.

Auch die Substanzen, die beim reduktiven Abbau der Reaktivfarbstoffe entstehen, wie DAN,
PB und VPB enthalten keine Sulfonsauregruppen, jedoch freie Aminogruppen. Diese Stoffe
bilden stabile Kationen bzw. reagieren schwach basisch (pKs » 5) im wassrigen Medium und
bleiben so unabhangig vom pH-Wert des Puffers zu mehr als 95 % am Kationenaustauscher
zuruck.

Sobald diese Aminogruppe jedoch durch eine Acetylgruppe geschitzt wird, wie das bei der
NAPB der Fall ist, kann keine Protonierung und damit auch keine Adsorption am
Kationenaustauscher stattfinden (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Mesomere Grenzstrukturen der Stoffe, die vom Suppressor gebunden werden

Die Substanz ES besitzt zwei Amino- und zwei Sulfongruppen im Molekil (Abbildung 29).
Dieses Molekil besitzt somit teilweise kationische sowie auch anionische Eigenschaften und
wird zu ca. 70 — 80 % am Kationenaustauscher zurtickgehalten.

Die Substanzen CA und DAS bilden aufgrund ihrer freien Aminogruppen auch bei neutralen
pH-Werten stabile Kationen und werden zu 100 % am Suppressor adsorbiert.

Zusammenfassend konnte man feststellen, dass die Protonierung der aromatischen Amine
und damit die Ausbildung von Kationen auch im neutralen pH-Bereich stattfindet und eine
Wechselwirkung mit dem Kationenaustauscher durch pH-Wert Einstellungen im neutralen
Bereich nicht verhindert werden kann.
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Abbildung 31: Bindung von Intermediaten und Abbaustoffen der Farbstoffe am Kationenaustauscher im Puffersystem
Tetrabutylammomniumacetat mit unterschiedlichem pH-Wert



Die aromatischen Aminosulfonsduren, die in wassrigen Lésungen anionische Verbindungen
bilden, werden vom Kationenaustauscher nicht zurtickgehalten (Abbildung 32 und Abbildung

33).

MS, SS, OS (pKs-Wert < 3), 3ANDS (Abbauprodukt von DB71) und die HS, sowie SPBE
(Vorstufen bei der Herstellung der Reaktivfarbstoffe Reactive Black 5 und RO16-H), zeigen
keinerlei Wechselwirkungen mit dem Kationenaustauscher (Abbildung 32). Erst bei
Einstellung eines leicht sauren pH-Wertes von 5 bzw. 3 des Puffers kommt es zu einer
geringen Adsorption der Stoffe C-Saure (ca. 10 %) und Metanilsaure (ca. 12 %). Beim
Intermediat 5AA8ANS wird beim niedrigeren pH-Wert die Affinitdt zum Kationenaustauscher
verstarkt (von ca. 20 % bei pH 6,6 und 7,5 auf 40 % bei pH 3,0).

NH

N

o Q o\

H +
SO,H
80,- .
+H HSO,
—_—
NH =
NH
NH,+
IOH NH,+ OH  NH,+

H,
- i i HSO 1 i il SO,H

Abbildung 32: Mesomere Grenzstrukturen der Abbaustoffe, die nicht am
Kationenaustauscher gebunden werden

SO,-
O,
NH, NH
SO,-
[C-Séaure]
SAREN >

SO,

Metanilsaure

g

H-Séaure



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten

1IV-9-042 537
SO -
-
NH, NHy+ NH,+
o-Sulfanilsaure
SO, HSO,
SO,- \
\ \O//\ \O//\
\

O/\ . +
so, . SO +H SO,
— —_—
NH, NH,+ NH,*
s0,- SO,H

Sulfo-p-baseester SO,-

“
o\ +H*
N—ZL 5

N en, <2

3

N-Acetylparabase

Abbildung 33: Mesomere Grenzstrukturen der Abbaustoffe, die nicht am
Karionenaustauscher gebunden werden

In der Abbildung 32 sieht man deutlich, dass flr die Substanzen SS und OS, NAPB und HS
negative prozentuale Bindungswerte durch die Wechselwirkungen mit dem
Kationenaustauscher erhalten werden. Vergleicht man dieses Ergebnis mit den Werten der
Molaren Absorptionskoefizienten bei verschiedenen pH-Werten, erklart sich dieser Effekt
durch den Einfluss des stark sauren Kationenaustauschers (Organische Polymermatrix mit
Sulfonsauren) auf die Molekulstruktur. Beim pH-Wert 3 sind die Absorptionskoeffizienten
groler als bei pH-Wert 7,5. Zum Beispiel bei p-Sulfanilsdure betragt der Molare
Absorptionskoeffizient im sauren pH-Bereich 7247 cm "*uM™ , dagegen bei pH 7 nur 4850
cm "uM™. Dadurch wird im UV/Vis-Detektor nach dem Passieren des Kationenaustauschers
eine groRere Menge des Stoffes als bei der direkten Bestimmung im Detektor gemessen.

Puffersystem 1 mM/L Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

Um einen eventuellen Einfluss des Puffers auf die Wechselwirkungen der Analyten mit dem
Kationenaustasucher zu untersuchen wurden die gleichen Versuche mit einem
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat-Puffer durchgeflinrt. Dieser Puffer besitzt bei einer
Konzentration von 1 mM pro Liter einen pH-Wert von 3,3. Durch Zugabe von Natronlauge
wurde dieser auf 5,0 bzw. 7,5 angehoben. Die Ergebnisse der Untersuchung mit TBAHS als
mobiler Phase werden in der Abbildung 4.6.6. dargestellt.

Wieder werden fiir die Stoffe ohne Sulfonsauren- aber mit freien Aminogruppen, wie 4ADP,
NNDMPDA, DAN, PB, VPB, ES, DAS und CA (Abbildung 29) Bindungswerte um die 100 %
gemessen. Der Versuch durch pH-Wert-Optimierung im nahezu neutralen pH-Bereich (5 bis
7,5) eine basische Reaktion und damit die Bildung von stabilen Kationen zu verhindern, war
auch in diesem Puffersystem erfolglos.

Sobald die Molekile jedoch Sulfonsauregruppen in ihren Strukturen besitzen, verringern sich
die Wechselwirkungen mit dem Kationenaustauscher. Aufgrund ihrer anionischen
Eigenschaften werden die Stoffe NAPB, der SPBE, HS, SS und OS nicht am Suppressor
zurlckgehalten. Die Analyten 3ANS und MS werden nur in ganz geringer Menge von

80



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

weniger als 5 % am Suppressor zuruckgehalten. Eine Ausnahme bildet hier das Intermediat
5AAB8ANS. Es zeigt ein mit den Farbstoffen AO5 und AO52 vergleichbares Verhalten im
Tetrabutylammoniumhydrogensulfatpuffer. Der Trend einer geringeren Absorption im sauren
pH-Bereich kénnte auch hier durch die Zugabe der Natronlauge zur Einstellung der pH-
Werte 5 und 7,5 und der dadurch zuséatzlich frei gesetzten H*-lonen entstehen. Diese
zusétzlichen H'-lonen reagieren mit dem Analyten und es kommt zu einer starkeren Bindung
am Kationenaustauscher.

Ein Effekt der auch im Tetrabutylammoniumacetatpuffer zu beobachten war, ist die leicht
erhdhte Adsorption fur Stoffe, die den Suppressor ohne Bindung passieren. Dadurch wird fr
die Bindungsrate eine negative % Zahl erhalten. Dieses trifft hier fir die Stoffe, Ssund OS,
HS und NAPB zu. Vor allem bei der p-Sulfanilsaure tritt dieser Effekt sehr stark auf. Das
bedeutet, beim Durchlaufen des stark sauren Kationenaustauschers verandert sich der
Koeffizient und eine groRere Strahlungsabsorption wird festgestellt.

Tabelle 36: Ubersicht Uber die Bindungswerte der Intermediate und Abbaustoffe am
Kationenaustauscher mit verschiedenen Puffern und pH-Werten

1mM 1mM 1mM 5mM 5mM 5mM 5mM
TBAHS TBAHS TBAHS TBAAC TBAAC TBAAC TBAAC
pH3,3 pH5,0 pH75 pH3,0 pH50 pH6,6 PpH75

5AA8ANS 25 49 50 49,3 42,6 16,8 20,0
4ADP 100 99,8 99 100 100 97 100
SS -17 -22 -32 -22 -30 -38 -38
NNDMPDA 99 95 95 98,7 97,6 98,6 98,8
3ANS 5 6,3 -3 10,6 0,6 -17 -18,2
DAN 100 100 100 97,8 99,4 99,16 99,1
PB 100 100 100 100 100 100 100
VPB 99,8 99,6 99,7 100 100 100 100
MS 3,3 5 55 10 5 1 2
0S -10 -8 -9 -8 -10 -18 -17
HS -2 -9 -18 -8 -10 -14 -15
ES 77 78 80 72 71 71,5 77
NAPB -5 -4 -7 -5 -7 -10 -8
SPBE -2 -1 -3 -1 2 -2 -1
DAS 98 99 100 98 98 99 100
CA 99 100 99 100 100 100 100
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Anwendung des Suppressors in Kopplung mit LC-MS

Die Bestimmung der Austauschkapazitat des lonenaustauschers ergab mit einem Wert von
250 uM pro Kartusche eine ausreichende Kapazitat, um in einer 15 minltigen
Chromatographiemessung den mit einer Konzentration von 5 mM/L flieRenden
Terabutylammoniumpuffer zu entfernen. Mit einer Taktzeit von 40 min wird die belegte
Kationenaustauschkartusche zur Regenerierung mit Schwefelsaure und Aceton, und nach
weiteren 40 min zur Neutralisierung mit Wasser weiter geschaltet. Demnach ist es auch
mdglich, den Suppressor fir die eine Methode mit 10mM Tetrabitylammoniumacetat
einzusetzten.

Bezuglich der Wechselwirkungen zwischen kationischen Analyten und dem aufgrund von
Sulfonsauregruppen stark sauren Kationenaustauscher kann man zwei Gruppen von
Molekllen unterscheiden: Aromatische Amine einmal mit und andererseits ohne
Sulfonsauregruppen. Aromatische Amine und Azofarbstoffe, die in wassrigen Lésungen mit
einem pH-Wert zwischen 3 und 7,5 basische Reaktionen zeigen und protonierte
Verbindungen bilden, werden vom Kationenaustauscher teilweise zurlickgehalten. Bei den
Farbstoffen handelt es sich dabei um AO52 und AOS. Im Tetrabutylammoniumacetatpuffer
werden bei einem pH Wert von 7,5 noch ca. 30 % von AO52 gebunden. Wird der pH-Wert
auf pH 3 erniedrigt steigt dieser Wert auf 60 % an. Der Farbstoff AO5 wird bei neutralem pH-
Wert mit nur 3 % gebunden, bei pH 3 allerdings steigt die Menge aufgrund der starkeren
Protonierung des Molekils auf 14 % an. Auch fir die Reaktivfarbstoffe und DB71 ist ein
neutraler pH-Wert der mobilen Phase optimal. Nur bei pH-Werten von 3 kommt es zu einer
geringen Bindung von RB5-H und DB71 von bis zu 10 % am Kationenaustauscher.

Sulfonierte organische Molekile wie SS, HS, 3ANDS und SPBE treten aufgrund anionischer
Eigenschaften bei Puffer pH-Werten von 6 - 7 nicht in Wechselwirkung mit
Kationenaustauscher. Sie kdénnen in der Massenspektrometrie qualitativ und quantitativ
bestimmt werden. Problematischer erweist sich die Kationensuppression flir die Analyse der
Abbau-komponenten die keine Sulfonsauregruppe jedoch freie Aminoverbindungen im
Molekil besitzen. Die Bildung von protonierten Verbindungen findet hier auch bei neutralen
pH Werten von 6 oder 7,5 statt.

Deshalb werden diese Stoffe, wie 5AA8ANS, 4ADP, NNDMPDA, DAN, PB, VPB, ES, CA
und DAS auch bei pH 7,5 der mobilen Phase bis zu 95 % am Kationenaustauscher
gebunden. Fir quantitative Messungen muss jedoch entweder auf ein alternatives
Messsystem ohne lonenpaarreagenz und damit ohne Kationenaustauscher oder aber auf
den Diodenarray-Detektor der HPLC ausgewichen werden.

Der Einsatz des lonen-Suppressors zwischen der chromatographischen Trennung mit
Dioden Array Detektion und dem Elektrospray-Interface stellt ein zusatzliches Totvolumen
dar, das zu einer Bandenverbreiterung der Peaks flhren kann. Abbildung 35 zeigt im
Vergleich Peaks der Standardlésung, die mit der Monitoring Methode (DAD und MRM)
gemessen wurden. Die zu beobachtenden Bandenverbreiterung fuhrt zu keinem
wesentlichen Verlust an chromatographischer Auflésung. Auch andere Untersuchungen
zeigen, dass dieser Effekt nicht zu einer Verschlechterung der Empfindlichkeit des LC-ESI-
MS flhrt [208].
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Abbildung 35: Vergleich der Peakbreiten von RB5-Hydrolysiert, RB-OH/NH; und TAHNDSpp,
vor (Dioden Array Detektor) und nach (ESI-MS/MS) der Kationensuppression

5.4.4 Chromatographie an Umkehrphasen mit polarer Selektivitat

Speziell auf die chromatographischen Erfordernisse polarer Verbindungen zugeschnittene
Phasen stellen die Umkehrphasen mit polarer Selektivitat dar. Sie enthalten z.B. Amid- oder
Carbamatgruppen in den Alkylketten, um die Analyse stark basischer, saurer und polarer
Verbindungen unter Verwendung rein wassriger Eluenten zu verbessern (siehe Abbildung
36). Die polare Funktionalitat soll hierzu einerseits die hydrophilen Eigenschaften erhéhen
(Benetzbarkeit mit wassrigen Eluenten) und andererseits die Wechselwirkung wie
Wasserstoffbriicken-bildung und Dipol-Dipol zwischen Analyt und stationarer Phase steigern.

100
. Methode 6: 10 mM NH,Ac pH 2,5
i—OH / % |
|—O—S|\/ £ 801 Methode 7: 10 mM NH,Ac pH 6,5
i—OH H .
. ] Cis % 70 -—— Methode 8: pH 2,5
— < 60 -
. Q
£ 50
i i . o 0 3
. T 40
~ )J\ ~ )J\ 2 w0y
<
N N O * 20
10
"polar embedded" Gruppen 0 : : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
"Endcapping” Zeit [min] o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Abbildung 36: (Links) C18 RP-Phase mit ,Endcapping“ oder polar ,embedded* Gruppen
(Carbamat-, Amid-Gruppe) [217]; (Rechts) Methoden 6-8 zur Evaluierung der polar
embedded/modifizierten RP-Saulen [Eluent A: Wasser (pH-Werteinstellung mit
Ameisensaure), Eluent B: Acetonitril]

Der Effekt der verbesserten Retention und Peak-Symmetrie beispielsweise phenolischer
Verbindungen wird der Abschwachung der Restsilanolaktivitdt durch die eingebundenen
polaren (embedded) Gruppen zugeschrieben [215]. Zur Untersuchung der Retentions-
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eigenschaften der Standardldsung auf Phasen mit polarer Selektivitat im Vergleich zur
lonenpaarchromatographie wurden eine Reihe Saulen getestet, die aufgrund einer polaren
Modifikation der Alkylketten durch polares ,Endcapping“, polares ,Embedding® oder eine
endstandige Phenylgruppe (Retention durch mr-m-Wechselwirkung) in Betracht kamen (siehe
Tabelle 37).

Tabelle 37: Getestete polar embedded/endcapped Umkehrphasen ohne TBA-
lonenpaarreagenz

Abk. Typ Modifikation Lxd d, Hersteller
[mm] [pm]
SH  Synergi Hydro C18 pep’ 150x4,6 4 Phenomenex, Aschaffenburg
PA5u ProntoSIL ace-EPS C18 pebp? 125 x4 5 Bischoff, Leonberg
PA3u ProntoSIL ace-EPS C18 pebp 125 x 4 3 Bischoff, Leonberg
SS  Symmetry Shield C18 pebp 150x4,6 5 Waters, Eschborn

PP  ProntoSIL Phenyl Propyl-Phenyl 150x46 5 Bischoff, Leonberg

'pep — polar endcapped phase, 2pebp — polar embedded phase

Fur den Vergleich der Retentionseigenschaften wurde die Standardlésung mit jeweils drei
Methoden untersucht, die in Abbildung 36 (rechts) dargestellt sind. Sie unterscheiden sich im
pH-Wert (Einstellung mit Ameisensaure) und im Gehalt an Ammoniumacetat. Um die
Retention sehr polarer Verbindungen zu beurteilen, beginnen die Methoden mit einer
funfmindtigen, rein wassrigen isokratischen Phase.

Die Darstellung der Kapazitatswerte in Abbildung 37 zeigt, dass Metanilsaure und H-Saure
auf keiner der getesteten Phasen mit polarer Selektivitat zurlickgehalten. Die Retentions-
eigenschaften der PP-Saule sind insgesamt am schwachsten fir alle untersuchten
Verbindungen in der Standardlésung. Auch die SH-Saule zeigt bei der Retention der Gbrigen
Verbindungen eine nicht ausreichende Selektivitat. Die mit der Methode 7 (pH 6.5)
gemessenen Werte sind in den folgenden Grafiken nicht dargestellt, weil die Retention bei
diesem pH-Wert noch geringer war als bei Methode 6. Neben Metanilsdure wurden auch die
Isomere Sulfanil- und Orthanilsaure auf keiner der untersuchten Saulen ausreichend (k'>1)
reteniert. Die hochsubstituierte Verbindung TAHNDSpp, wird nur auf den PA-Saulen mit 3u
und 5p-Material und unter spezifischen Bedingungen reteniert. Bei identischem polar modifi-
ziertem Kieselgel zeigt sich der Einfluss der Partikelgrélle auf die Retention, die flr kleine
polare Verbindungen auf der PA mit 5u-Matrial durchweg hoéher ist als bei PA 3u-Material.
Dieser Effekt kehrt sich fir gréRere Molekile um (ab RB-NH,). Die nicht beobachtete
Retention von Metanilsdure und H-S&ure ist wahrscheinlich auf die Restsilanolaktivitat
zurtckzufiihren, die zu einem Donnan-Ladungsauschluss der anionischen Verbindungen
fuhrt [202]. Auch unter den getesteten neutralen Pufferbedindungen lagen die sulfonierten
Verbindungen in der dissozierten Form vor.

Die Einfuhrung polarer Gruppen in die Alkylketten zur Abschirmung der Restsilanolaktivitat
unterbindet bei keiner der untersuchten Sadulen den lonenausschluss durch Ladungs-
abstossung vollstandig. Der rein wassrige, angesauerte Eluent fihrt zu einer Verbesserung
der Retention anionischer Verbindungen im Vergleich zur Chromatographie mit Ammonium-
acetat. Die hohere Retention polarer Verbindungen wird einerseits auf die verringerten
hydrophoben Eigenschaften der Phasen mit eingebundenen polaren Gruppen und eine
hohere Wasserstoffbriickenbildungswechselwirkung zuriickgefihrt [215], wenn rein wassrige
Eluenten ohne Zugabe von Puffersalzen verwendet werden. Andererseits fuhrt die
Verwendung von Ammoniumacetat zu einer Erhéhung der lonenstarke des Eluenten, die die
nicht-spezifischen polaren Wechselwirkungen der anionischen Verbindungen stért und zu
einer verringerten Retention fuhrt. Zusatzlich kann die Adsorption von Ammoniumacetat an
der stationaren Phase 2zu einer Verstarkung der Ladungsabstoflung anionischer
Verbindungen fiihren.
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Abbildung 37: k’-Werte ausgesuchter Verbindungen auf unterschiedlichen Saulen

Die durchgeflihrten Untersuchungen belegen dies am Beispiel der PA-Saulen mit 3p- und
5u-Material, bei denen ohne Zusatz von Ammoniumacetat héhere Retentionszeiten fir die
sehr polaren anionischen Verbindungen beobachtet wurden. Dieser Effekt Iasst sich auch flr
die kationische Verbindung p-Base bestatigen. Hier liegt die Retention auf der PA (5u)-Saule
bei wassrigem Eluent wesentlich hoher als mit Ammoniumacetat-Puffer. Chen et al.
beschreiben, dass sich eine Erhéhung des Ammoniumacetatgehalts bis zu einem Gehalt von
100 mM positiv auf die Stufenzahl einer Saule, die Peak-Symmetrie und die Retention
polarer Substanzen auswirkt [218]. Die Verbesserung der chromatographischen Eigen-
schaften werden den elektrolytischen Eigenschaften des Ammoniumacetats zugeschrieben,
das die Wechselwirkungen der freien Silanolgruppen mit den Analyten und somit auch die
LadungsabstoRung unterdriicken soll. Die beschriebenen Beobachtungen deuten darauf hin,
dass die Retention polarer Substanzen auf polar modifizierten Saulen nicht durch die Zugabe
héherer Mengen an Ammoniumacetat verbessert werden kénnen. Die sich Uberlagernden
Wechselwirkungen, die zu einer Retention bzw. Nicht-Retention anionischer Verbindungen
fihren, sind noch nicht vollstandig verstanden.

Ein Vergleich der Chromatogramme mit Standardldsung auf der PA (3u)-Saule mit und ohne
Ammoniumacetat ist in Abbildung 38 dargestellt. Der héheren Retention speziell der
kleineren, polaren und anionischen Verbindungen bei wassrigem ammoniumacetatfreiem
Eluent steht eine im Vergleich mit ammoniumacetathaltigem Eluenten sehr viel schlechtere
Peak-Symmetrie (Tailing bei Peak 4, 5, 7) und hoéhere Peakshalbwertsbreite gegeniber.
Letzteres kann sich negativ auf die Auflésung der einzelnen Verbindungen auswirken. Der
Trennfaktor und die Auflésung des Isomerenpaares RB-OH/RB-NH, sind o = 1,05, Rs = 3,9
(ohne Ammoniumacetat) und a = 1,05, Rs = 4,3.

86



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten

IV-9-042 537
—PS (3pu) Methode 6 PS (3u) Methode 8
)
i
‘? 12
c
9
€ 3
()
2
)
T
[4)
x — —
1 - Sulfanilsdure 2 - Metanilsdure
3 - H-Sdure 4 - Orthanilsaure
5 - TAHNDSp, 6 - p-Base
7 - RB-OH 8 - RB-NH,
9- RO16-H 10 - RO107-H 10 11 '
12 11 - RB5-H RT=147" |
7 9
3 4 5 6 8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Retentionszeit [min]

Abbildung 38: Chromatogrammvergleich (TIC der MRM-Messung) Standard-Ldsung auf
polar embedded Prontosil Ace (3u) Phase mit (Methode 6) und ohne Ammoniumacetat
(Methode 8)

Phasen mit eingebundenen polaren Gruppen (PA-, und SS-Saule) sowie Phasen mit
polarem Endcapping (SH-Saule) zeigen im Vergleich zu herkdmmlichen C8 und C18 RP-
Phasen (ZE- und SB-Saule) eine verbesserte Retention polarer und anionischer
Verbindungen. Fir die ,kleinen“ sulfonierten aromatischen Amine (Sulfanilsaure, H-Saure) ist
die Retention und Selektivitdt dieser neu entwickelten Phasen gegenlber der
lonenpaarchromatographie nicht ausreichend. Zur Trennung groRerer sulfonierter Molekile
wie Azofarbstoffen konnten bei diesen Phasen sehr gute Eigenschaften beobachtet werden,
die auch zur Isomerentrennung ausreichend sind. Fur den Einsatz zum Monitoring
verschiedenster polarer kationischer und anionischer Verbindungen sind diese Phasen
insgesamt jedoch nicht geeignet.

5.4.5 Kalibrierung Dioden Array Detektor - Elektrospray
Massenspektrometer

Die Durchfiihrung der Kalibrierung des Analysenverfahrens mit der Standardlésung wurde in
Anlehnung an die Kriterien der ,Guidance for Industry — Bioanalytical Method Validation®
durchgefiihrt [219]. Als Referenzstandard wurde eine Stammlésung mit den unter Kapitel 5.1
in Tabelle 15 aufgelisteten Verbindungen erstellt, die nach Einwaage in HPLC-Wasser geldst
wurden und bei 4°C gekihlt gelagert wurde. Die Konzentrationen der Standardldsung, die
zur Qualitatskontrolle gemessen wurde, ist ebenso in Tabelle 15 angeflhrt. Zertifizierte
Referenzsubstanzen standen fir diese Untersuchung nicht zur Verfligung.

Die zu beurteilenden Parameter der bioanalytischen Analysenmethode schliel3en ein:
= Selektivitat,
= Genauigkeit, Prazision, Wiederfindung,

= Kalibrierkurve und Stabilitat des Analyten in einer mit Salt versetzten
Probe.
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Letzteres entfallt bei dieser Untersuchung, weil die Probenahme online aus dem Reaktor
erfolgt und die Stabilitat der Standardldsung zur Qualitatskontrolle laufend gemessen wurde.

Selektivitat

Zur Beurteilung der Selektivitat soll nach der ,Guidance for Industry — Bioanalytical Method
Validation der Einfluss von Matrixkomponenten auf die Detektion der Referenzverbindungen
untersucht werden, um auszuschlielen, dass koeluierende endogene Matrixbestandteile,
Metabolite oder Abbauprodukte die Detektion der Referenzsubstanz beeinflussen [219]. Die
Erfahrungen beim Mehrkomponenten-Monitoring von Farbstoffen in anaeroben und aeroben
Bioreaktoren mit Online-HPLC-DAD zeigten, dass die Selektivitdt eines Dioden-Array-
Detektors zur Unterscheidung von in kurzen Abstanden eluierenden ahnlich farbigen
Verbindungen bzw. nicht farbigen Abbauprodukten, die im UV-Bereich absorbieren, nicht
ausreicht.

Durch die nicht vorhandene Verfligbarkeit von Referenzsubstanzen ist eine selektive und
differenzierte Beurteilung von Abbauprozessen von Mehrkomponentensystemen nicht
moglich. Ein hohes MaR an Selektivitdt ermdglicht ein massenselektiver Detektor wie ein
Triple-Quadrupol-Massenspektromer. Bei Methode des ,Multiple Reaction Moniorings® wird
der Analyt unter zuvor bestimmten optimalen Bedingungen im Elektrospray-Interface ionisiert
und die Analyt-lonen ins MS gefiihrt (siehe Abbildung 39).

Der erste Quadrupol ,Q1“ filtert das in der Methode festgelegte Precursor-lon, um es in den
zweiten Quadrupol ,,Q2“ weiterzuleiten (entspricht bis hier dem Selected lon Mode - SIM). Im
Q2 wird das lon in Gegenwart von Stickstoff als Kollisionsgas unter festgelegten
Bedingungen kollisionsinduziert fragmentiert (collision induced dissociation — CID). Das dritte
Quadrupol ,Q3“ ist so eingestellt, dass nur ein vorher definiertes Fragment-lon (in der Regel
das intensivste lon) zum Detektor gefuhrt wird. Die Einstellungen zur Bestimmung der
optimalen Bedingungen hinsichtlich der Selektivitat (charakteristische Fragmentierung) und
Empfindlichkeit (Auswahl des intensivsten Precursor- und Fragmentions) kénnen durch
Injektion einer Referenzlésung mit einer Spritzenpumpe ins ESI-MS/MS bestimmt werden.
Die Software Analyst 1.4 generiert fir jede untersuchte Referenzsubstanz automatisch eine
MRM-Methode. Alle Einzelmethoden kénnen in einer Gesamtmethode zusammengefasst
werden. Die fur diese Arbeit eingesetzte Monitoring-Methode ist im Anhang zu finden.

Die Bestimmung der MRM relevanten Parameter erfolgte wie beschrieben fur alle in Tabelle
39 aufgefuhrten Referenzsubstanzen, die in HPLC-Wasser geldst wurden und umfasst die
folgenden EinstellgroRen: m/z Transient Q1 (u) — Q3 (u), Entclusterungsspannung (DP in
V), Eintrittsspannung (EP in V), Kollisionszelleneintrittsspannung (CEP in V),
Kollisionsenergie (CE in V), Kollisionszellenaustrittsspannung (CXP in V).

h
ESI'@ — . - CEM

"-.‘ ’

BN DN
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Abbildung 39: Multiple Reaction Monitoring mit dem Hybridmassenspektrometer Qtrap

Genauigkeit, Prazision und Wiederfindung
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Laut Definition wird die Genauigkeit einer Methode durch die Richtigkeit und Prazision
ausgedrickt [220]. Die Richtigkeit ist die qualitative Bezeichnung fir das Ausmal} der
Annaherung des Erwartungswertes des Ermittlungsergebnisses an den Bezugswert, wobei
dieser nach Festlegung oder Vereinbarung der wahre oder richtige Wert sein kann. Bei der
Prazision, die als qualitative Bezeichnung fiir das AusmaR der Ubereinstimmung vonein-
ander unabhangiger Ermittlungsergebnisse einer Methode definiert ist, gilt, dass der
Variationskoeffizient bei drei bis fliinf Wiederholung < 15 % und an der unteren und oberen
Grenze der Quantifizierung (LLOQ -. Lower Limit of Quantification und ULOQ - Upper Limit
of Quantification) < 20 % sein sollte [219].

Die Prazision unterteilt sich in die Prazision einer Messreihe, mehrerer Messreihen
zueinander sowie die so genannte Day-to-Day-Prazision. Die Genauigkeit soll durch drei bis
funf Wiederholungen der Messungen einer Konzentration bestimmt werden und im Mittel
nicht mehr als 15% schwanken. An der unteren Grenze der Quantifizierung kann sie 20%
sein. Die Wiederfindung bezieht sich in der Regel auf die Probenvorbereitung, bei der ein
gewisser Verlust an Analyt zu Wiederfindungsraten <100 % fUhren. In der Regel wird sie bei
drei Konzentrationen (niedrig, mittel, hoch) bestimmit.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Genauigkeit, Prazision und Wiederfindung wurden mit
den Referenzsubstanzen der Standardlésung bestimmt und sind in Tabelle 39 angegeben.
Die gemessene Genauigkeit der Kalibrierkurve liegt im linearen Bereich bei allen
Verbindungen unter 15 % und an der unteren Bestimmungsgrenze bei weniger als 20 %.
Daher sind die Werte in der Tabelle nicht angegeben. Weitere Untersuchungen zur
Bestimmung der Wiederfindung unter Einfluss von Matrixeffekten werden in Kapitel 5.4.6
diskutiert.

Die Uberpriifung der Day-to-Day-Prézision durch Injektion der Standardidsung (n = 34) an
funf aufeinander folgenden Tagen parallel zum Online-Monitoring zeigte eine Genauigkeit
der MS/MS-Detektion von durchschnittlich 19 % fur die mit 13 Verbindungen kalibrierte
Monitoring-Methode. Schlechtere Reproduzierbarkeiten mit Standardabweichungen von 27 —
35 % hatten die drei Isomere der Aminobenzensulfonsaure (Metanil-, Orthanil-, und
Sulfanilsaure) und die frih eluierende N-Acetyl-p-Base mit 33%. Auler RO16-H, TAHNDSpp
und DB71 mit 17 — 18 % Standardabweichung lagen die Wiederholprazesionen fir alle
anderen Verbindungen unter 15 %. Um die hohe Prazision der Methode fortlaufend auch
wahrend der Online-Injektion mehrwdchiger Versuchsreihen zu halten, ist die regelmaRige
Reinigung wichtiger ESI-MS-Bauteile wie beispielsweise Curtain-Plate und Orepheus
notwendig.

Kalibrierkurve

Die Kalibrierkurve gibt das Verhaltnis des Gerateansprechverhaltens zur Referenz-
konzentration wieder. Zur Durchfiihrung der Kalibrierung wurden 20 unterschiedliche
Konzentrationen aus der Stammlésung angefertigt und jeweils finf Mal mit der Monitoring-
Methode (siehe Abbildung 12) im MRM-Modus (Angabe der Transienten in Tabelle 39)
gemessen. Die Ergebnisse der Detektion mit DAD und MS/MS sind in Tabelle 39 dargestellt.

Die MS/MS-Messung der Referenzsubstanzen ist im Vergleich zum DAD die empfindlichere
Methode. Die Nachweisgrenzen (NWG) der massenspekirometrischen Detektion liegen
durchschnittlich um 35 ng mL™", die des Dioden Array Detektors etwa um das Vierfache
hoher im dreistelligen ng mL"'-Bereich (Mittelwert 121 ng mL™"). Die Konzentrationen an der
unteren Bestimmungsgrenze des MS/MS betragen 2,8 - 4807 ng mL™" (Mittelwert 1,15 g
mL™), die des DAD zwischen 353 - 5198 ng mL™.

Tabelle 38: Nachweisgrenzen (NWG) und lineare Messbereiche zur Bestimmung von
aromatischen Aminen, sulfonierten aromatischen Aminen, Azofarbstoffen und sulfonierten
Azofarbstoffen mit LC-MS, LC-MS/MS und LC-DAD
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Analyt/ NWG Linearer Interface/ Detektor Stand/

Matrix [ng mL"'] Messbereich lonisierung Referenz

[ug mL™"]

aromatischer 7-453 0,1-30 APCI/ positiv. - MS/MS Applied 2005,

Amine/ Biosystems API2000 [236]

Textilien

Sulfonierte 7-28 15-464 - Perkin-Elmer 2000,

Azofarbstoffe Lamnda 19 [237]

/ Trinkwasser Spektrophotometer

Sulfonierte 1-70 0,001-0,8 Elektrospray/ VG Platform ESP 1997,

Azofarbstoffe negative MS, Micromass [238]

/ Trinkwasser

Sulfonierte 50 - Elektrospray/ Sciex TAGA 6000E 1989,

Azofarbstoffe negative MS/MS [239]

/ Abwasser

Sulfonierte 100-7500 0,75-50 Elektrospray/ Finnigan MT LCQ 1999,

Azofarbstoffe negative lontrap MS [240]

/ Abwasser

Sulfonierte 3-74 - Elektrospray/ Quattro-LC MS/MS, 1999,

Aromaten/ negative Micromass [214]

Abwasser

Azofarbstoffe 15-200 - Thermospray/ Finnigan MT MS/MS 1986,
positiv [241]

Azofarbstoffe 0,05-20 - Thermospray/ Finnigan MT MS/MS 1989,
positiv [242]

Im Vergleich hierzu
Durchsichtigkeitsfarbzahl

Textilabwasser

liegt der gesetzliche Grenzwert fir den blauen Bereich der

(620 nm) am Ablauf einer behandelnden

Klaranlage bei 3 m™ und entspricht einer Farbstoffkonzentration (Reactive Black 5) von etwa
450 ng mL" (0,6 uM). Die Nachweisgrenzen vergleichbarer LC-MS/MS-Methoden zur
Bestimmung verbotener aromatischer Amine aus der reduktiven Spaltung von Azofarbstoffen
liegen im mittleren ng mL"-Bereich und die linearen Arbeitsbereiche zwischen 0,1-30 ug mL"
[226].

Die Nachweisgrenzen und Arbeitsbereiche weiterer Analysenverfahren sind in Tabelle 38
dargestellt. Die mit einem UV-VIS spektroskopischen Analysenverfahren erzielten
Nachweisgrenzen unterscheiden sich bei den aufgefiihrten Analysenverfahren unwesentlich
von den mit MS oder MS/MS gemessenen Werten. Beim Vergleich der linearen
Arbeitsbereiche liegen LC-MS Analysenverfahren im mittleren ng L'-Bereich, das mit
UVVIS-Detektion arbeitenden Analysenverfahren im mittleren ug L™'-Bereich. Der Vorteil des
Detektion mit Dioden-Array gegenuber den massenspektrometrischen Analysen liegt in der
Unempfindlichkeit gegentiber Matrixeffekten. Die in Tabelle 38 angefiihrten Abklirzungen
sind:

MW - Molare Masse, RT - Retentionszeit, Q1 - m/z des Transienten am ersten Quadrupol,
Q3 - m/z des Transienten am dritten Quadrupol, DP - Entclusterungsspannung, EP —
Eintrittsspannung, CEP - Kollisionszelleneintrittsspannung, CXP — Kollisionszellenaustritts-
spannung, NWG - Nachweisgrenze, LLOQ - Untere Grenze der Kalibriergerade, ULOQ -
Obere Grenze der Kalibriergerade, r? - Regressionskoeffizient, RSD - Relative
Standardabweichung, WL - Wellenlange
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5.4.6 Robustheit des kontinuierlichen Online-Prozessanalysenverfahrens

Die Kalibrierung des Analysenverfahrens erfolgte mit matrixfreien Standardlésungen aus in
HPLC-Wasser geldsten Referenzsubstanzen. Aufgrund der Verunreinigungen der
Referenzsubstanzen beinhaltete die Standardldsung Anteile an anorganischen Salzen und
organischen Verbindungen aus der Farbstoffsynthese und Farbstoffformulierung (siehe auch
Tabelle 15, Seite 41 und Kapitel 6.1.1.1, Seite 108).

Realproben von azofarbstoffhaltigen Abwassern aus Reaktivfarbeprozessen enthalten neben
den hydrolysierten Farbstoffen je nach Farbeverfahren bis zu 80 g L' NaCl und
entsprechend der eingesetzten Menge an vinylsulfonbasierten Reaktivfarbstoffen Na,SO,,
das bei der basenkatalysierten Eliminierung (mit Natronlauge) der Sulfoestergruppe
freigesetzt wird (siehe Kapitel 3.2, Seite 18). Anorganische und organische
Verunreinigungen von Proben haben bei der quantitativen Bestimmung mit LC-MS einen
grol’en Einfluss auf die lonisierung im Elektrospray Interface [221]-[227]. Drei Probleme
fihren bei der MS-Detektion zu einer erhohten Messunsicherheit bei der Quantifizierung:
Matrixeffekte, Adduktbildung und Interferenzen.

Bei der Untersuchung von Matrixeffekten werden Signalsuppression, aber auch Signal-
erhdhung beobachtet, wobei sich beide Effekte negativ auf die Quantifizierung auswirken.
Die Matrixeffekte auslésenden Ursachen sind vielfaltig: Behinderung des Zugangs von
Analyten zur Tropfenoberflache (ESI), Stérungen bei der Emittierung geladener Analyten aus
der Gasphase und Komplexierung von Analyten durch Matrixverbindungen [221]. Nicht
flichtige Kontaminationen flhren bei kontinuierlicher Messung zu Ablagerungen an der
,Curtain Plate” sowie dem ,Orpheus” und kénnen bis zum Skimmer und Quadrupol ,Q0*
getragen werden. Diese auf anorganische und organische Substanzen zurlckzufiihrenden
Verunreinigungen vermindern insgesamt die Empfindlichkeit des Messinstruments und die
Reproduzierbarkeit der Messungen.

Matrixeffekte durch anorganische Salze

Um den Einfluss der Salzkontaminationen auf die Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit
der Messungen zu untersuchen, wurde die Standardlosung zur Qualitatskontrolle (siehe
Tabelle 15) mit NaCl (0,02; 0,2; 1; 5 mM) und Na,SO, (0,02; 0,1; 0,5; 1 mM) angereichert.
Die mit der Monitoring-Methode gemessene Detektionsempfindlichkeit und Reproduzier-
barkeit der mit Salzen angereicherten Proben sind in Bezug zur ,salzfreien“ Standardldsung
gesetzt und in Abbildung 40 und Abbildung 41 dargestellt. Die gemittelten Werte zeigen die
abnehmende Tendenz der Detektionsintensitat bei einem steigenden NaCl-Gehalt.

Am starksten wirkte sich NaCl auf die Bestimmung des aromatischen Amins NAPB aus, das
bereits bei NaCl-Konzentrationen von 0,01 M eine Signalreduktion von >50% bewirkte. Ab
einer Konzentration von 1 M NaCl war es mit MS/MS nicht mehr nachweisbar. Den
geringsten Einfluss hatte NaCl auf die Detektion der Vinyl-Form (RO107-V ) des Farbstoffes
Reactive Orange 107 (RO107), das als Nebenkomponente in der Standardlésung vorliegt.

Die Isomere Sulfanil-, Metanil- und Orthanilsdure blieben bis zu einer Konzentration von 0,1
M NaCl unbeeinflusst von einer lonisierungssuppression durch das anwesende Salz. Ab 1 M
NaCl zeigte sich eine deutliche Suppression, die sich auf die polarste und zuerst eluierende
Sulfanilsaure am starksten auswirkte. Die Suppression auf die Isomere nahm im Vergleich
ab und war am schwachsten bei Orthanilsaure.

Die nacheinander eluierenden Isomere RB-OH und RB-NH, verhielten sich wie die Isomere
der Sulfanilsaure. Na,SO, zeigte einen starkeren ionisierungssuppressiven Einfluss als NaCl.
Abbildung 41 illustriert wie schon ab einem Gehalt von 0,1 M Na,SO, die mittlere
Detektionsintensitat auf 77% abnimmt und bei 0,5 und 1 M Na,SO,4 auf 32 bzw. 39% absinkt.

Im direkten Vergleich ist der ionisierungssuppressive Einfluss von Na,SO, auf NAPB
geringer als der von NaCl. Bei den drei Isomeren der Aminobenzensulfonsaure konnte der
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umgekehrte Effekt im Vergleich zur NaCl beobachtet werden. Na,SO,4-Gehalte von 0,02 M
fuhrten zu einer signalverstarkenden Wirkung bei der Detektion der drei Aminobenzen-
sulfonsaure-Isomere, wobei die Reihenfolge der Intensitdten umgekehrt zur Messreihe mit

NaCl ist.
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100% —
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80% -

60% -

40% A
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0% +

95+/-16 %
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93+/-16 %

0,1

73+-28 %

63+/-25 %
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@ERO107-H
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Abbildung 40: Wiederfindungsraten (Peakfliche MRM-Signal) der mit Standard versetzten

NaCl-Lésungen
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Abbildung 41: Wiederfindungsraten (Peakfliche MRM-Signal) der mit Standard versetzten

Na,SO,-Lésungen

Matrixeffekte in Abhangigkeit von den verwendeten Trennsaulen
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Zur weiteren Bestimmung der Matrixeinflisse von Salzen auf die Detektionsempfindlichkeit
des Analysenverfahrens wurden die mit Salz versetzten Referenzproben auf anderen Saulen
mit und ohne lonenpaarchromatographie untersucht. Bei der Bestimmung der Intensitat der
salzfreien Bezugsprobe zur Normierung zeigten sich erhebliche Unterschiede in der
Detektionsempfindlichkeit bei Verwendung der diskutierten Methoden und Saulen (siehe
Abbildung 42 ohne AQ-Phasen).

Es ist zu erkennen, dass die niedrigsten Intensitaten auf Sdulen mit polarer Selektivitat unter
Verwendung von Ammoniumacetat bei pH 2,5 gemessen wurden (Methode 6). Unter
neutralen Bedingungen (Methode 7, pH 6,5) konnte die Signalflache zum Teil verdoppelt
werden. Intensitdten im mittleren Bereich wurden auf Cg und Cig-Phasen mit lonenpaar-
chromatographie erzielt, die zu Beginn kurz isokratisch (10% Acetonitril) und dann mit einem
hohem Gradient eluiert wurden (Methode 4). Mit der langsten Methode (Methode 5) wurden
die hochsten Intensitaten erzielt. Diese Ergebnisse decken sich mit der Empfehlung, die
Retentionszeit der Analyten zu erhéhen und so die Signalintensitat zu steigern [221], [225].

Die allgemein bei ESI-MS/MS als empfindlichkeitssteigernd beschriebene Wirkung von
Ammoniumacetatkonzentrationen bis zu 50 mM [228] konnte im Vergleich zur
lonenpaarchromatographie mit nachgeschalteter lonensuppression nicht beobachtet werden.
Daraus lasst sich schliel3en, dass der Kationensuppressor durch Adsorption von Matrixionen
zu einer Signalerh6hung beitragt.

100%
90% - M
80% A
70% -
60%
50%
40% -
30%
20% A
10% A

0% - \

Realtive Intensitat bezogen auf
die groRte gemessene Intensitat*

Abbildung 42: Relative Intensitaten (Peakflache MRM-Signal) gemittelt aus den Intensitaten
von acht Referenzsubstanzen der Standardlésung bezogen auf die maximale gemessene
Intensitat (n=3)

Der Einfluss von Salzen ist in Abbildung 43 und Abbildung 44 an verschiedenen Saulen und
Methoden fir die Referenzsubstanz TAHNDSpp; illustriert. In der Abbildung sind die Mittel-
werte der Wiederfindungen aller bestimmten Referenzsubstanzen angegeben. Die AQ-Saule
sowie die SB- und ZE-Saule zeigen insgesamt die besten Ergebnisse unter Zugabe von
NaCl, wobei die AQ-Saule als einzige Saule auch bei einem NaCl-Gehalt von 5 M sehr gute
Wiederfindungen fir TAHNDSpp, demonstriert.

Eine lonisierungsverbesserung durch Matrixeffekte konnte an der PA (3p)-Saule beobachtet
werden. Trotz der Signalerh6hung sind diese Effekte aufgrund ihrer schlechten Reprodu-
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zierbarkeit und Unkenntnis der Mechanismen nicht erwiinscht bzw. analytisch nutzbar. Wie
schon unter den Bedingungen der Monitoring-Methode hat Na,SO, auch auf die anderen
Saulen einen starkeren ionisierungssuppressiven Einfluss als NaCl (siehe Abbildung 44 am
Beispiel von TAHNDSpp,). Hohe Retentionszeiten unter Methode 4 auf der SB- und ZE-
Saule vermindern den negativen Einfluss auf die Detektion.

Bei der Chromatographie auf Saulen mit polarer Selektivitat wirkt sich Na,SO, weniger
suppressiv aus als NaCl. Die Untersuchung zeigt, dass die einfachste Malinahme zur
Reduzierung der ionisierungssuppressiven Wirkung von anorganischen Salzen aus der
Probenmatix die Verlangerung der Retentionszeiten darstellt. Ein Nebeneffekt dieser
MaRnahme ist die Erhéhung der Methodendauer und damit eine hoheren Belastung des
Kationensuppressors.

00.02 M NaCl 00.1 M NaCl HE1 M NaCl B 5 M NaCl

160%

89 +-11% 82 +/-26 % 84 +/-21 % 59 +/- 30 % 52 +/-21 %

140% (bezogen auf alle Referenzsubstanzen) T
o

Wiederfindung

120% A

100% { )

80% 1 M

60% A

40% A

20% -

0%

AQ (3p) Methode 1 ZE (5p) Methode 4  SB (5u) Methode 5  PA (3u) Methode 8  SH (4p) Methode 8

Abbildung 43: Wiederfindungsraten (Peakflache MRM-Signal) der mit TAHNDSpp, versetzten
NaCl-Lésungen auf unterschiedlichen Saulen; Mittelwerte der Wiederfindungsraten (+/-
relative Standardabweichung) aller bestimmter Referenzsubstanzen, (n=3)

Andere in der Literatur diskutierte MalRnahmen zur Vermeidung bzw. Minimierung von
Matrixeffekten sind offline oder online durchgefiihrte Festphasenextraktionen (SPE),
Immunoassays oder lonenaustausch zur Matrixaufreinigung und Analytenanreicherung
[175]-[176]. Ahnliche Effekte werden durch das Nanosplitten des Eluenten zum ESI [226]
sowie verschiedene Techniken der Kalibrierung wie die Standardaddition [224] oder die
Echo-Methode erreicht. Bei ihr wird wenige Sekunden zeitversetzt zur Probe ein Standard
injiziert wird, der dann den selben Matrixeinflissen ausgesetzt ist wie die Probe [227]. Der
positive Effekt der Matrixaufreinigung wird bei einem Teil diese Methoden von einem Verlust
an Analyten bei der Probenvorbereitung begleitet.

Die Bestimmung der Wiederfindungsraten bei Mehrkomponentenanalysen ist analytisch sehr
aufwendig und erschwert die Methodenvalidierung. Bei dem Monitoring der untersuchten
Modell- und Realabwésser betrug der Salzgehalt etwa 20 - 80 g L™ NaCl (342 — 1,4 mM) und
der Gehalt an Na,SO, < 50 mM, so dass der durchschnittliche ionisierungssuppressive
Einfluss auf die Detektion mit der Monitoring-Methode im Bereich der Messgenauigkeit der
Kalibrierung von <15 % bzw. < 25% bei <100 mM Na,SO, lag.
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Eine Erhéhung der Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit durch eines der beschriebenen
Verfahren zur Unterdrickung von Matrixeffekten kam fir die Monitoring-Methode nicht in
Frage. Die beobachteten salzbedingten ionisierungssuppressiven Effekte konnten durch den
Einsatz des lonen-Suppressors weitestgehend kompensiert werden, so dass die Vorgaben
des ,Guidance for Industry — Bioanalytical Method Validation“ eingehalten wurden.

00.02 M Na2SO4 ©0.1 MNa2SO4 mEO0.5Na2SO4 H1M Na2S0O4

120%
60 +/- 17 69 +/- 24% 83 +/-21% 60 +/- 24% 70 +/-22 %

(bezogen auf alle Referenzsubstanzen)

9

100% |

Wiederfindun

80% 1

60% -

40% A

20% A

AQ (3p) Methode 1 ZE (5u) Methode 4 SB (5u) Methode 4 PA (3u) Methode 8 SH (4p) Methode 8

0%

Abbildung 44: Wiederfindungsraten (Peakflache MRM-Signal) der mit TAHNDSpp, versetzten
Na,SO,-Lésungen auf unterschiedlichen Saulen; Mittelwerte der Wiederfindungsraten (+/-
relative Standardabweichung) aller bestimmter Referenzsubstanzen, (n=3)

5.5 Verfahrenskonzept zur biologischen Entfarbung von azofarbstoffhaltigen
Abwasserkonzentraten

Das Verfahrenskonzept basiert auf dem Entfarbemechanismus, bei dem unter anaeroben
Bedingungen eine reduktive Spaltung der Azobindungen, dem chromophoren Teil eines
Azofarbstoffes, erfolgt und in Folge aromatische Amine freigesetzt werden. Je nach Grad der
Sulfonierung der aromatischen Amine, die sich in den meisten Fallen auf die Diazonium- und
Kupplungskomponente zurtckflihren lassen, kdnnen diese wasserloslichen Verbindungen
aus dem anaeroben Bioreaktor abgeflihrt werden. Nicht sulfonierte und wenig substituierte
aromatische Verbindungen mit geringer Wasserldslichkeit fallen in dieser Stufe aus und
werden als Schlamm gesammelt. Bei vollstindiger anaeroben Reduktion, d.h. unter
optimalen Bedingungen, kann das behandelte Abwasser aus dem anaeroben Reaktor per
Uberlauf abgezogen werden, um es einer weiteren Behandlung zuzufiihren. Die anaerobe
Stufe in diesem Verfahren ist als Festbettreaktor ausgefuhrt.

Als zweite Behandlungsstufe ist eine aerobe Belebtschlammstufe mit Festbett vorgesehen,
bei der die gelosten aromatischen Amine und sulfonierten aromatischen Amine unter
oxidativen Bedingungen weiter abgebaut werden sollen, bis hin zur Mineralisierung. Bei dem
entwickelten  Verfahren  kénnen  beide  Bioreaktoren  wahlweise mit  einer
Ultrafiltrationsmembranstufe betrieben werden, die zu einer Erhéhung der hydraulischen
Verweilzeit der retenierten Verbindungen fiihrt und so die biologische Abbauleistung zu
steigert.
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Den Aufbau des Verfahrens zeigt Abbildung 45. Es wurde in Rahmen der vorliegenden
Arbeit geplant, aufgebaut und in Betrieb genommen. Die Vorarbeiten zur Entwicklung dieses
Verfahrens wurden im Rahmen von Diplomarbeiten an Bioreaktoren im 3 L -Malstab
geleistet [229]-[232].

I"l ':a"#- -Am

L "'" "-' ‘L

UItraflltratlonsj

membran

Anaerober /. _Aerober
~Bioreaktor Bioreaktor

Abbildung 45: Foto des entwickelten und gebauten zweistufigen anaerob-aeroben
Bioreaktors mit nachgeschalteter Ultrafiltrationsmembranstufe

5.5.1 Verfahrensbeschreibung

Das entwickelte Verfahren ist in Abbildung 47 als R&l-Verfahrensfliessbild dargestellt. Der
Reaktor B100 besitzt einen Ké&fig, in dem 3-4 L aktivkohlebeschichtete Polyurethan-Schaum-
warfel mit einer Kantenlange von 1 cm eingebracht werden kénnen. Das zu behandelnde
Abwasserkonzentrat wird aus einem Vorlagebehalter mittels Dosierpumpe P200 in den
anaeroben Bioreaktor B100 eingebracht. Eine elektrische Begleitheizung wird von B115
geregelt und temperiert den Reaktor auf 38,5°C. Die Industrieschlauchpumpe P300 walzt
das Reaktorbetriebsvolumen von 30 - 40 L mit einer Férdermenge von 320 L h™”" maximal 11
mal pro Stunde um, wobei die Pulsation durch den Behalter B150 gedampft wird. Die
Durchflussmessung erfolgt an B117. Uber einen Bypass, der von den Ventile V101 und V102
per Hand elektrisch geschaltet werden kann, werden Leitfahigkeit (B118) und Redoxpotential
(B112) kontinuierlich gemessen. Der Bioreaktor wird Uber die Messstelle B111 pH-Wert
geregelt (Dosierpumpen P120 Saure und P130 Base). Uber eine Gasflasche kann der
Reaktor mit Stickstoff gespult werden. Die Fullstandsmessung erfolgt Uber die Bestimmung
der hydrostatischen Druckes am Reaktorboden mit B116.

Uber einen Uberlauf in Behélter B200 kann das zugefiihrte Volumen dem Reaktor
entnommen werden. Als Uberlaufsicherung ist in B200 ein Fillstandswachter B119 installiert,
der das Ventil V103 schlieRt, wenn der Fillstandswachter Kontakt hat. Uber die
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Dosierpumpe P140 kann Uberschissige FlUssigkeit wieder in den Bioreaktor B100
zurtickgefordert werden. Der Export erfolgt (ber die Dosierpumpe P210 in B300. Beide
Pumpen haben einen Filter (F110 und F120), die einen Austrag von Mikroorganismen
verhindern sollen. Uber eine Pendelvorlage B500 ist der Reaktor gegen duferen Lufteintritt
gesichert.

Der aerobe Bioreaktor ist in gleicher Weise wie B100 als Festbettreaktor aufgebaut.
Zusatzlich verfiugt er Uber vier Cross-Flow-Membranzellen mit je 80 cm? Flache (M100-
M400). Der Betriebsdruck der Membranen wird Uber die Einstellung des Ventils V303
erreicht, das von dem Druckaufnehmer B313 Uberwacht wird. Das in B400 gesammelte
Permeat wird von P220 als Ablauf in einen Sammelbehalter exportiert. Uberschiissige
Flissigkeit wird von P150 in den Reaktor zurlickgefiihrt. Der Reaktor verfiigt Gber keine
Temperierung und wird bei Umgebungstemperatur betrieben. Die Temperaturmessung
erfolgt an B315. Uber eine Nanofiltrationsmembran M500 kann gefilterte (F10, F20) Luft in
die Ricklaufleitung eingebracht werden. Die Bestimmung der Konzentration des geldste
Sauerstoffes erfolgt tGber die Sauerstoffelektrode B319 am Kopf des Reaktors.

Die Industrieschlauchpumpe P310 walzt das Reaktorbetriebsvolumen von 30 - 40 L mit einer
Férdermenge von 320 L h™ maximal 11 mal pro Stunde um, wobei die Pulsation durch den
Behalter B350 gedampft wird. Die Durchflussmessung erfolgt an B317. Uber einen Bypass,
der von den Ventile V302 und V303 per Hand elektrisch geschaltet werden kann, werden
Leitfahigkeit (B318) und Redoxpotential (B312) kontinuierlich gemessen. Der Bioreaktor wird
Uber die Messstelle B311 pH-Wert geregelt (Dosierpumpen P120 Saure und P130 Base).
Uber eine Gasflasche kann der Reaktor mit Stickstoff gespilt werden. Die Fillstands-
messung erfolgt ber die Bestimmung der hydrostatischen Druckes am Reaktorboden mit
B316.

Uber die beiden Mikrofiltrations-Inline-Sonden 1L100 und IL300, die von der Schlauchpumpe
P320 beprobt werden, wird durch die HPLC-Pumpen P160 und P170 kontinuierlich Probe in
zwei Bypass-Kreislaufen gehalten, die Uber eine 75m-Kapillare zum Online-IP-HPLC-DAD-
IC-ESI-MS/MS flihren (Details siehe Tabelle 17).

5.5.2 Messtechnik und Datenaufnahme

Beide Bioreaktoren sind mit einer temperaturkompensierten potentiometrischen pH-Wert-
Messung mit Zweipunktregelung ausgestattet (anaerob: Messtelle B111, aerob Messtelle
B311), die den pH-Wert in den Grenzen von 6,85 - 7,1 durch Dosierung von 0,4 M H,SO,
und 0,8 M NaOH regelt. Das Redoxpotential wird Uber potentiometrische Elektroden in
beiden Reaktoren kontrolliert (anaerob: Messtelle B112, aerob Messtelle B312), die als
Bezugssystem Ag/AgCl haben. Die pH-Elelektrode, Temperaturfuhler und die
Redoxelektrode befinden sich in der Rohrleitung, die kontinuierlich von den Umwalzpumpen
P300 und P310 mit Reaktorinhalt durchstromt wird.

Beide Umwalzpumpen verfiigen Uber einen Trockenlaufschutz, der an die Massendurch-
flussmessstellen gekoppelt ist (anaerob: Messtelle B117, aerob Messtelle B317). Sinkt der
Durchfluss unterhalb des kritischen Wertes von 50 L h™”, wird die Umwélzpumpe ausge-
schaltet. Eine zweite Absicherung wird durch die interne Schlauchiberwachung der
Industrieschlauchpumpen gewahrleistet. Dabei wird das Vakuum in einer eigens zur
Schlauchiiberwachung in den Schlauch eingearbeitet Sehne gemessen. Bei Uberschreiten
eines Druckes von 40 kPa schaltet die Pumpe aus, weil ein Defekt des Schlauches durch
Abnutzung vorliegen kann. Die durchschnittliche Betriebsdauer eines drucklos betriebenen
Schlauches liegt bei ca. 3000 h, die eines unter Druck betriebenen Schlauches (Membran-
betriebsdruck 3-5 MPa) bei 1000 - 1500 h.

Die an den Membranen anliegenden Betriebsdricke werden kontinuierlich mit Druckwert-
aufnehmern kontrolliert (anaerob: Messstelle B113, aerob: Messtelle B313). Die Fullstands-
Uberwachung ist druckbasiert (anaerob: Messstelle B116, aerob: Messtelle B316). Zur
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Kontrolle des Salzgehaltes wird die Leitfahigkeit des Reaktorinhaltes in der Umlaufleitung
gemessen (anaerob: Messstelle B118, aerob Messstelle B318). Der anaerobe Reaktor ist mit
einer Begleitheizung ausgestattet, die temperaturgeregelt ist (anaerob: Messstelle B115).
Der aerobe Reaktor verfugt zusatzlich Uber eine anstromungsfreie Sauerstoffelektrode, die
Uber den Reaktordeckel eingeflihrt wird (aerob: Messtelle B319).

Die Messstellen B110-113, B116-118, B210, B310-313, B316-319 sind Uber ein Daten-
interface mit der Automatisierungssoftware LabView verbunden. Uber ein Netzwerk werden
die Daten gesammelt, visualisiert und stindlich automatisch dokumentiert. Die Pumpe P200
und somit der Feedstrom (sowie P210 und P220) werden Uber LabView (B110, B210, B310)
angesteuert. Die Durchflussmenge kann zwischen 50 - 5100 mL h™' eingestellt werden. Die
mittleren hydraulischen Verweilzeiten im anaeroben Reaktor liegen bei 0,3 - 29 Tagen. Im
aeroben Bioreaktor ist die Durchflussmenge durch den Permeatfluss der Membranen
limitiert. Je nach eingesetzter Membran liegt er bei 0,15 — 0,4 L h™' und somit bei mittleren
hydraulischen Verweilzeiten von 3,5 - 10 Tagen.
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Abbildung 46: Visualisierung des biologischen Verfahrens zur Behandlung von
azofarbstoffhaltigen Abwasserkonzentraten
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Abbildung 47: Verfahrenflie3bild des anaerob-aerob Abwasserbehandlungsverfahrens
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5.5.3 Schlammstabilisierung und -immobilisierung

Der anaerobe Schlamm wurde dem Kreislauf des Faulturmes der kommunalen Klaranlage
Overath Lehmbach des Aggerverbandes entnommen. Der Belebtschlamm in der aeroben
Stufe stammte aus dem Ricklaufschlamm der Turmbiologie der Bayer Klaranlage,
Leverkusen.

Schlammstabilisierung zur schnelleren anaeroben Entfarbung

Beim Entfarben von Azofarbstoffen in Bioreaktoren hatte sich der Einsatz von Membranen
zur Ruckhaltung von Biomasse und hoher molekularen Verbindungen in Versuchsmalstab
bewahrt [229]-[232]. Durch die suspendierten Bakterien kam es allerdings zu einem
erheblichen Fouling der Membranen und folglich einer Reduktion des Permeatflusses. Die
Ursache flr das Membranfouling wurde auf die Ansiedlung von Bakterien auf der
Membranoberflache sowie anorganischer Niederschlag zurlickgefihrt. Der Einsatz aktiv-
kohlebeschichteter PU-Schaumwiirfeln (PU-Carrier) sollte mit der Immobilisierung der
Bakterien zu einer Reduktion des Foulings beitragen. Zusatzlich sollten die Immobilisierung
auf aktivkohlebeschichteten PU-Schaumwirfeln den Schlamm bzw. die Mikroorganismen
einerseits vor aufieren Einflissen (pH-Wert-Schwankungen, Temperaturschwankungen,
etc.) schitzen [233] und andererseits durch die Beschichtung mit Aktivkohle zu einer
Verbesserung der Reduktionsvorgange beitragen [110], [118].

Vorversuche zur optimalen Bestlickung des anaeroben Bioreaktors mit Schlamm und
Schaumwiirfeln sollten zeigen, ob durch die Immobilisierung mit PU-Schaumwirfeln eine
wesentliche schnellerer Abbaurate des Modellfarbstoffes erzielt werden kénnte. Durchgeflihrt
wurden Batchversuche zum Abbauverhalten von hydrolysiertem Reactive Black 5 in drei
luftdichten 0,5 L Behaltern mit PU-Schaumwirfeln (Reihe A-C), drei ohne PU-Schaum-
wirfeln (Reihe D-F) und einem Kontrollbehalter ohne PU-Schaumwirfeln und ohne
Farbstoffzugabe. Der anaerobe Schlamm aus dem Faulturm einer kommunalen Klaranlage
mit 33 g L' Trockensubstanz wurde gesiebt (2 - 3 mm Maschenweite)und je 0,5 L in Behalter
geflllt, die bei 38,5°C temperiert und geschittelt wurden. Die Farbstoffzugabe zur
Einstellung einer Konzentration von 2,6 mM L™ hydrolysiertem Reactive Black 5 erfolgte
gleichzeitig. Gemessen wurden pH-Wert, Redoxpotential, Leitfahigkeit sowie eine HPLC-
Analyse der zuvor zentrifugierten Behalterflissigkeit.

% - M -A cRB5-H [mM] B cRBS-H [mM] —#-C cRBS5-H [mM] 5 - M -Acp-Base [nM] —#-B cp-Base [nM] ——C cp-Base [mM]
‘o O DcRBS-H[mM] ~O EcRBS-H[mM] ~O-FcRBS5-H[mM] = © -D cp-Base [nM] ~O—E cp-Base [nM] O -F cp-Base [mM]
o
3.0 — ohne PU-Schaum 8 —— ohne PU-Schaum
25 mmmm mit PU-Schaum 7 EEEE mit PU-Schaum
6 -
2,0 °
. 5 -
154 41
1,0 3
2 4
0,5
1 4
0,0 : : : °! : o ‘ ‘ ‘ ‘
0 12 24 36 48 Zeit [n] 60 72 0 48 9% 144 zeit[h] 192

Abbildung 48: Zeitlicher Verlauf des anaeroben Abbaus von Reactive Black 5 und der
Bildung von p-Base aus hydrolysiertem Reactive Black 5

Der Abbau von Reactive Black 5 wurde mittels HPLC-DAD (La-Chrom-System, offline)
dokumentiert. In Abbildung 48 ist zu erkennen, dass bei den Versuchsreihen mit PU-
Schaum-wirfeln ein deutlich schnellere Reduktion des Farbstoffes zu verzeichnen war als
bei den Versuchsreihen ohne PU-Schaum Zugabe. Die schnellere Bildung von p-Base durch
Reduktion des Farbstoffes bestatigt diese Beobachtung. Die kinetische Auswertung des
Abbaus von Reactive Black 5 nach formal 1. Ordnung in Bezug auf die Farbstoffkonzen-
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tration zeigte, dass der Abbau bei Zugabe von PU-Schaum nahezu doppelt so schnell ver-
lauft wie im Vergleichsversuch ohne PU-Schaum.

Zuruckzufihren ist diese Beobachtung auf das schnellere Absinkung des Redoxpotentials
nach der Zugabe des Farbstoffes in den Schlammbehaltern mit PU-Schaum (siehe
Abbildung 49). Bei beiden Versuchsreihen wurde nach 2,5 bis spatestens 9 Tagen ein
einheitliches Redoxpotential von etwa —460 mV erreicht.

Bei der ungeimpften Kontrollmessung zeigte sich ein schwankender Verlauf des Redox-
potentials. Vermutlich ist hier der Einfluss von Luftkontakt groRer als bei den mit Farbstoff
beimpften Proben. Der schnellere Abbau bei den Versuchen mit PU-Schaumwiirfeln und das
gleichzeitige schnellere Absinken des Redoxpotential lassen den Schluss zu, dass die
Entfarbung bzw. Reduktion des Farbstoffes, bei dem die Azoverbindungen zu Aminogruppen
reduziert werden, in einem engen Zusammenhang stehen.

——EO[mV]A -E-EO[mV]B -E-EO[mV]C O—~EO[mV] D
E O-EO[mV] E O “EO[mV]F —9¢—EO[mV] 20
uf —
-200 w151
== ohne PU-Schaum .
mmmm mit PU-Schaum
=== ohne Farbstoff/PU 210
-300 ¢
(/2] 5
i 1
-400 I
0 T T
500 0 2 4 7 8
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Za'
Zeit [d] t[d]

Abbildung 49: Links - Verlauf des Redoxpotentials beim Batch-Versuch mit und ohne Zugabe
von aktivkohlebeschichtetem PU-Schaum; Rechts - Immobilisierung anaeroben Faul-
schlammes auf PU-Tragern (3 g L")

Schlammimmobilisierung

Die anaeroben und aeroben Schlamme wurden in den Bioreaktoren jeweils auf 3 L Poly-
urethan-Schaumstoffwirfeln des Typs Variopur mit Aktivkohlebeschichtung (das entspricht
100 g PU-Schaumwadrfel) immobilisiert , die Dr. Pascik zur Verfugung stellte [233]. Vor der
Befillung des Bioreaktoren wurden die Schlamme mit einem Sieb (Maschenweite 1-2 mm)
von groben Feststoffen wie Holz, Steine, etc. abgetrennt. Versuche mit nicht gesiebten
Schlamm flhrten zur Verstopfung der Membrantestzellen und einer deutlichen Herabsetzung
der Lebensdauer der eingesetzten Ultrafiltrationsmembranen. Die Schlammbeladung des
anaeroben Bioreaktors betrug 33 ggtm L™ Trockensubstanz mit einem Glithverlust von 50 %
[234]-[235]. Der Verlauf der Trockensubstanz bis zur nahezu vollstdndigen Immobilisierung
ist in Abbildung 49 dargestellt. Der Faulschlamm wurde nicht ndher mikrobiologisch
spezifiziert.

Bei aeroben Schlamm wurde die Immobilisierung in gleicher Weise durchgefiihrt. Die zu
Beginn des Versuche eingesetzte Schlammkonzentration betrug 4,8 ggum L™ bei einem
Glihverlust von 50 %.

5.5.4 Aerobes Verfahren mit nicht immobilisierten Mikroorganismen

Das Verfahren mit den nicht auf Tragermaterialien immobilsierten Mikroorganismen wurde in
einem nach Projekten von Dr. Impre Pascik aufgebauten 31 L - Bioreaktor durchgefuhrt. Der
Reaktor wird in Abbildung 50 dargestelit.
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ba

Abbildung 50: Aerober Bioreaktor zum Abwasserbehandlung mit nicht immobilsierten
Mikroorganismen

Der Bioreaktor (B4) wird mit einem 11 L - Absatzbecken (B5) ausgestattet, das zur
Zellrickfuhrung durch Sedimentation dient. Der aus dem Bioreaktor im Absatzbecken
gesammelte Schlamm wird mit einer Schlauchpumpe (P5) zurtick in den Reaktor geleitet.
Der pH-Wert wird im Bypass in einer mittels einer Schlauchpumpe (P4) gespeisten
Durchflusszelle gemessen und Uber eine Messstelle (B101) durch die Zugabe von 0,02M-
H,SO,4-Lésung und 0,02M-NaOH-Ldsung mittels Membrandosierpumpen (P1, P2) gesteuert.

In die Ricklaufleitung wird Luft zum Reaktor zugefihrt. Das R&I-FlieR3bild des Verfahrens ist
in Abbildung 51 dargestellt.

B5

|

/

("‘C} Ps

Luit

Abbildung 51: R&I-FlieRbild des Verfahrens zur aeroben Behandlung des Abwassers mit
nicht immobilisierten Mikroorganismen
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6 Online-Monitoring des biologischen
Entfarbungsverfahrens

Das Hydrolysat des Farbstoffes Reactive Black 5 ist der Hauptinhaltsstoff der untersuchten
synthetischen und realen Abwasserkonzentrate. Neben diesem konnten verschiedene
Nebenkomponenten im Abwasser nachgewiesen werden. Wie bereits unter 5.2 dargestellt,
setzt sich die kommerzielle Handelsware mit der Bezeichnung Reaktive Black 5 aus
verschiedenen Farbstoffen zusammen. Bei den Versuchsreihen zur Entfarbung von
Abwasserkonzentraten wurden beim Monitoring im anaeroben und aeroben Bioreaktor
Verbindungen nachgewiesen, die nicht mit dem eigentlichen Abbau durch Reduktion oder
Oxidation zugeordnet werden konnten. Nach der Identifizierung durch Strukturanalyse mit
Massenspektrometrie ergab eine Uberpriifung, dass sich diese Verbindungen bereits im
unbehandelten Abwasser nachweisen lieRen. Im Folgenden wird neben den Haupt- und
Nebenverbindungen auch die Herkunft dieser Verbindungen untersucht, die als
Nebenprodukte bei der Farbstoffsynthese und Vorproduktsynthese entstehen.

6.1 Untersuchung synthetischer und realer Abwassern mit Reactive Black 5

6.1.1 Massenspektrometrische Identifizierung von Inhaltsstoffen in
Abwasser und Bioreaktoren

Die bei dieser Arbeit zur Verfigung stehenden Referenzsubstanzen (Farbstoffe und
Farbstoffnebenprodukte) sind in Tabelle 15 aufgefuhrt und ,** gekennzeichnet. Zur
Identifizierung unbekannter Farbstoffnebenverbindungen wurden 20uL Probe des hydroly-
sierten Farbstoffes Reactive Black 5 (Hydrolysebedingungen siehe Kapitel 5.3, Seite 41) mit
der AQ-Saule und der Monitoring-Methode im Erweiterten Full Scan (EMS) im negativen
lonenmodus gemessen. Vorversuche mit Elektrospray- und Atmospheric Pressure Chemical
lonisation-Interface (ESI und APCI) sowohl im positiven und negativen lonenmodus zeigten,
dass die sulfonierten Verbindungen im negativen lonenmodus mit Elektrospray-Interface am
besten ionisierbar und nachweisbar waren. Nicht sulfonierte Verbindungen wie die p-Base
konnten sowohl mit negativer als auch positiver lonisierung detektiert werden. Aus dem
Vergleich von Dioden-Array- und MS-Full-Scan-Spektren wurden Molekilpeaks isoliert, wie
das in Abbildung 52 (links) dargestellte Full Scan Massenspektrum des hydrolysierten
Farbstoffs Reactive Black 5 zeigt.

B _EMS: 8.125 to 8.295 min from Sample 8 (FEED_12u100_ AN _Batch 001) ... Mex 1966 cps. M -EPI (742.00) CE (-80): Exp 3, 8.101 to 8614 min from Sample 20 (Feed_... Max. 6.7e4 cps
1.9¢6)
370 6.504
2-
1869 [M-2H] 6004
1.6e6) 5504
5084
1.46)
742 4504
1.2¢6) 4084 2472 4381
[M-H] ! ) 5423
1.0e8) 3504 3533
3.0e4 2783
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’ 254 283
6.0e8 2717 2004 M smus 4651 6784
4 s 2142,
4005 - 1wz 2 293 3553 742
89 247. 7. .
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Abbildung 52: Links: Full Scan (EMS) Totalionenmassenspektrum des hydrolysierten
Farbstoffs Reactive Black 5, rechts: Produktionenmassenspektrum (EPI) des einfach
geladenen Molekulions m/z 742 nach kollisionsinduzierter Dissoziation (CID) bei —50 V
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Unter den beschriebenen Messbedingungen wurden von den meisten untersuchten Verbin-
dungen ausschliel3lich [M-H]-lonen detektiert. Die sulfonierten Verbindungen lagen demnach
in der Saureform vor. [M-NaJ-lonen als auch Addukte wie [M-2H+Na] hatten keinen oder
einen zu vernachlassigenden Anteil am Massenspekirum. Bei den mehrfach sulfonierten
Verbindungen wie dem disulfonierten Hydrolysat von Reactive Black 5, wurden ein- bis
zweifach geladene Molekiil-lonen detektiert (Bsp. [M-2H]* von RB5-H mit m/z 370, Abbildung
52). Fir die Erstellung einer Methode im MRM-Modus mussten die intensivsten
Molekulionen einer Verbindung bestimmt werden. Dabei wurden auch mehrfach geladenen
lonen mit berticksichtigt.

Die rechte Darstellung in Abbildung 52 zeigt das Produktionenspektrum des einfach
geladenen hydrolysierten Farbstoffions, d.h. die durch kollisionsinduzierte Dissoziation (CID)
des Molekulions entstandenen Fragmentionen. Mit Hilfe der Analyst-Software des LCMS-
Gerateherstellers Applied Biosystems wurden die Bedingungen zur Detektion der
intensivsten Molekilionen und ihrer Produktionen durch Direktinjektion ins ESI-MS/MS
untersucht. Die Ergebnisse dieser Messungen wurden in die Monitoring-Methode
implementiert (vollstandige Methode siehe Anhang).

Ein Teil der Hauptverbindungen und Farbstoffnebenverbindungen aus Tabelle 40 konnten
aus den einfach geladenen Molekllpeaks [M-H]" anhand des Molekulargewichts und der
Massendifferenz zum originalen Farbstoff abgeleitet werden. Die nicht eindeutig Gber diese
Methode zu bestimmenden Verbindungen wurden durch massenspektrometrische Experi-
mente Uber kollisionsinduzierter Fragmentierung charakterisiert und strukturell interpretiert.
Sie werden in den folgenden Kapiteln 6.1.1.1 - 6.1.3.4 anhand der Interpretation ihrer
Fragmen-tierungsmuster gegliedert nach Herkunft diskutiert. Die Produktionen-Spektren der
Molekul-anionen von Verbindungen, die Uber keine der Methoden zu identifizierenden waren,
sind im Anhang dargestellt. Flir die Interpretation der Fragmentierungsspektren zur
Strukturanalyse wurden ausschliel3lich einfach geladene Molekilionen im Produktionen-
Modus gemessen.

Die Suche nach Vergleichsspektren zur Strukturaufklarung unbekannter Verbindungen, wie
sie in der ElektronenstofRionisierung (El) bei der Gaschromatographie mit Massenspektro-
metrie (GC-MS) Ublich ist, kann bei den mit Elektrospray-lonisierung gemessenen Verbin-
dungen nicht eingesetzt werden. Einerseits stehen fir die im negativen lonenmodus gemes-
senen sulfonierten Verbindungen keine Spektrendatenbanken zur Verfigung und anderer-
seits wurden die bislang veroffentlichten Spektren nicht unter standardisierten Bedingungen
gemessen. Die Ubertragbarkeit von Messbedingungen der unterschiedlicher Elektrospray-
lonenquellen, lonisierungsparametern, Massenspektrometern und Rahmenbedingungen wie
Eluentenzusammensetzung, Eluentenfluss und Zusammensetzung ist zur Zeit nicht
gegeben, so dass der Aufbau von Datenbanken im Vergleich zur EI-MS problematisch ist.
Erschwerend kommt hinzu, dass die Fragmentierungsregeln zur Interpretation der Massen-
spektren negativer lonen beim weitem nicht so gut untersucht sind wie die Fragmentierungs-
mechanismen und Umlagerungen bei der positiv ionisierenden ElektronenstoRionisation
[250]-[252].

Zur Interpretation der Fragmentierungsmuster der negativ geladenen unbekannten Molekiil-
ionen wurden aus der Fragmentierung bekannter Verbindungen und aus Literaturquellen
Regeln abgeleitet, die eine Interpretation unbekannter Verbindungen der untersuchten Stoff-
klasse ermdglichen. Die vier grundlegenden Fragmentierungsformen bei negativ geladenen
Molekilionen mit gerader Elektronenzahl (even-electron) sind [250]-[252]:

= Einfache homolytische Spaltung, bei der unter Abspaltung eines Radikals
ein stabiles Radikalanion gebildet wird. Die Spaltung erfolgt in o-Stellung
zum ladungstragenden Atom oder zu einem mit dem ladungstragenden
Atom konjugierten Atom.

= Reaktionen, ausgelést durch vorhergehende Bildung von Anion-
Komplexen unter anschlieRender Anionverschiebung, bei der das Anion
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oder Neutralteilchen abge-spaltet werden konnen (Deprotonierung,
Eliminierungsprozesse, etc. )

Reaktion, die nicht am zuerst gebildeten Anion, sondern durch
Protonentransfer unter Bildung eines neuen Anions an anderer Stelle
stattfinden und in Folge den oben genannten Reaktionen unterliegen
kdénnen.

Umlagerungsreaktionen, bei denen interne nukleophile
Substitutionsreaktionen und Eliminierungen sowie Umordnungen des
Grundgertstes auftreten kénnen.

Die am haufigsten beobachtete Fragmentierung bei sulfonierten Verbindungen sind die
Abspaltung von SO, (64 u) und SO; (80 u) als Neutralteilchen vom ionisierten Vorlauferion.
Unter bestimmten Bedingungen lassen sich geladene Radikalionen wie SO3™ (m/z 80) oder
HSO; (m/z 81) nachweisen [239], [250]. Diese Fragmentierungen decken sich mit den
Beobachtungen von Richardson et al., bei der acht mono- und disulfonierte Azofarbstoffe
(Acid und Direct Dyes) mit LC-MS/MS untersuchte [243]. Das typische Fragmen-
tierungsverhalten von Azoverbindungen wird in vier verschiedene Mechanismen unterteilt,
deren Vorkommen von der chemischen Umgebung der Azobindung abhangt und bei
positiver sowie negativer lonisierung beobachtet wird.

a-Diazoketone wie das diazotierte ortho-Aminophenol spalten unter
massenspektrometrischen Bedingungen mit Elektronenstossionisierung N,
(28 u) ab. Es folgt eine Wolff-Umlagerung zu einem Keten, das in ein
Carben und unter erneuter Abspaltung von 28 u (CO) zerfallt [244]-[245].

Azo-Typ-Spaltung: Spaltung der -C-N-Bindung, die bei
Elektronenstossionisation bevorzugt auf der Kupplungsseite des
Azofarbstoffes  auftritt, wobei die positive Ladung auf der
Kupplungskomponente verbleibt [246]-[247]. Bei negativer lonisierung mit
Sekundar-Elektron-lonisierung spaltet die C-N-Bindung bevorzugt auf der
Seite, die eine Sulfonsauregruppe tragt [248]. Bei vielen Azo-Typ-
Spaltungen wird ein  Transfer von einem Wasserstoffion zum
abgespaltenen Neutralteilchen als auch zum Fragmention beobachtet
[239], [248]-[250]. Der Transfer von zwei Wasserstoffionen zum negativen
Fragmention wurde bei Fast Atom Bombardement Massen-spektrometrie
(FAB-MS) als auch bei Atmospharendruck chemischer lonisation
(Atmospheric Pressure Chemical lonisation — APCI) beschrieben [250]-
[254].

Keto-Typ-Spaltung: Spaltung der -N=N-Bindung bei Azofarbstoffen, die in
ortho- oder para-Stellung eine Hydroxygruppe besitzen und in wassriger
Ldésung einer Tautomerisierung zum Ketohydrazon unterliegen. Die
Spaltung der Keto-Tautomere findet an —N=N- bzw. =N-NH- statt [241],
[248]-[249]. Sie ist bei den meisten untersuchten Azofarbstoffen von
Wasserstoff-Ubertragungsreaktionen begleitet, die auf die gebildeten
Neutralteilchen als auch die lonen Ubertragen werden.

N2-Abspaltung unter Biphenylbildung: Die Abspaltung von 28 u wurde bei
vier Azofarbstoffen (Acid Black 1, Direct Yellow 28, Acid Blue 113 und
Direct Violet 9) beschrieben [243]. Bei Acid Black 1 konnte die Abspaltung
von 28 (m/z 529 zu 501) verlasslich als CO identifiziert werden. Es wird
angenommen, dass es sich bei den anderen Farbstoffen um eine No-
Abspaltung unter Ausbildung einer —C-C-Bindung zwischen den Aromaten
handelt, da nur bei Diazofarbstoffen eine zweifache Ny-Abspaltung
beobachtet wurde. Ein mogliches Abspalten von C,H, (28 u) wurde bislang
bei Azofarbstoffen nicht beschrieben und ist daher unwahrscheinlich. FAB-
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MS von sulfonierten Azofarbstoffen bestatigten die Abspaltung von 28 u
als N, unter Ausbildung einer —C-C-Bindung der Kupplungs- und
Diazoniumkomponente [255]. Diese Ergebnisse decken sich mit der
Beobachtung, dass sich aus Azobenzen unter Abspaltung von N, Biphenyl
bildet [247]. Messungen mit hochauflosender Massenspektrometrie zur
Absicherung des Abspaltens von N, stehen noch aus.

Die Anwendung der aufgeflihrten Mechanismen ist flir den Fragmentierungsmechanismus
des hydrolysierten Farbstoffes Reactive Black 5 bei negativer lonisierung in Abbildung 53
dargestellt und bezieht sich auf die intensivsten lonen des Produktionenspektrum rechts in
Abbildung 52. Der Farbstoff besitzt eine ortho-standige Hydroxygruppe zu einer Azobindung,
wodurch er in wassriger Losung in der tautomeren Form als Ketohydrazon vorliegt [3]. Das
Fragmentierungsmuster zeigt die Neutralteilchenabspaltung von SO, (m/z 742 — 678) und
SO;(m/z 678 — 598, m/z 434 — 354). Die Spaltung der zur Hydroxygruppe ortho-standigen
Ketohydrazonbindung ist an der Keto-Typ-Spaltung (m/z 742 — 542) zu beobachten, die der
zur Aminogruppe ortho-stadndigen Azobindung an der Azo-Typ-Spaltung (m/z 678 — 465).
Bei unterschiedlichen Kollisionsenergien (alle negativ: 20, 50, 80 V) zeigte das Fragmention
der Keto-Typ-Spaltung (m/z 542) immer die grofRere Intensitat als das Fragment der Azo-
Typ-Spaltung (m/z 465). Die direkte Azo-Typ-Spaltung am Molekil-lon (m/z 742 — 529)
zeigte eine noch geringere Intensitat. Eine nachfolgende Spaltung der zweiten Azobindung
konnte nach der Azo-Typ-Spaltung des Farbstoffs beobachtet werden (m/z 542 — 329), die
nach Abspaltung eines Neutralteilchens mit 213 u als Keto-Typ-Spaltung interpretiert wurde.
Das potentielle lon m/z 265 einer weitere Fragmentierung unter Azo-Typ-Spaltung des lons
m/z 465 wurde nicht beobachtet.

Eine fur vinylsulfonylbasierten Reaktivfarbstoffe spezifische Abspaltung eines Neutralteilchen
stellt die Fragmentierung von m/z 542 — -109 u — 433 dar, bei der Sulfonylethanol
abgespalten und ein Wasserstoffatom vom Fragmention ans Neutralteilchen Gbertragen wird.
Die Interpretation der Fragmentionen, die unterhalb m/z 329 auftraten, wurde aufgrund der
Komplexizitdt der mdglichen Fragmentierungs- und Umlagerungsreaktionen nicht weiter
vorgenommen.

Abbildung 53: Interpretation des Fragmentierungsmusters von RB5-Hydrolysiert
(Produktionenspektrum siehe Abbildung 52 rechts)

Die Diazoniumkomponente des Farbstoffs ist die diazotierte p-Base, welche in der
Sulfonsaureesterform die eigentliche Reaktivgruppe tragt (siehe auch Kapitel 3.2, Seite 18).
In der hydrolysierten Form zeigt die p-Base ein typisches Fragmentierungsverhalten, dass in
Abbildung 54 dargestellt ist. In der linken Abbildung ist das Fragmentierungsmuster des im
negativem Modus mit Elektrospray ionisierten Molekils zu sehen. Bei der homolytischen
Spaltung der S-C-Bindung wird das Radikal HO-C(H,)-C(H,)-0O.S* (109 u) abgespalten und
das Fragmentradikalanion m/z 91 gebildet. Der weiteren Fragmentierung unter Bildung des
intensivsten Fragmentions mit phenolischer Funktion m/z 107 geht die Umlagerung der
Sulfonylgruppe voraus (R= CgHsNH"):
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HO-C(H,)-C(H,)-S(02)-R T HO-C(H,)-C(H2)-(0)S-O-R.

Analog wird die homolytische Abspaltung von ‘CH,CH,OH (45 u) mit dem Fragmention m/z
155 beobachtet. In Folge wird SO (48 u) als Neutralteilchen unter Bildung des phenolischen
Radikalanions m/z 107 abgespalten.

Zum Vergleich zeigt die rechte Abbildung 54 die Interpretation des mit
ElektronenstoRionisation (70 eV) aufgenommenen Fragmentierungsmusters. Die dominier-
ende Fragmentierung ist hier die Neutralteilchenabspaltung von H,O am Ethanolrest des
Radikalkations zu m/z 183. Analog findet eine Abspaltung des Ethanolradikals (HOCH,CH,")
zu m/z 156 statt. Der weiteren Fragmentierung gehen wie beim negativen Molekilion
Umlagerungen der Sulfonylgruppe voraus wie (R= CsHsNH,, weitere siehe Abbildung 54):

HO-C(H.)-C(H2)-S(02)-R*" 0™ HO-C(H.)-C(H;)-(0)S-O-R™"

In deren Folge kann SO, (64 u) als Neutralteilchen abgespalten werden (m/z 119). Unter
einer Abspaltung von C3;H; und Umlagerung von NH, fragmentiert es wahrscheinlich zum
Pyridin-Kation mit m/z 80. In einem weiteren Fragmentierungsweg wird nach vorhergehender
elektrofuger Umlagerung der Sulfonylgruppe HOCH,CH,O® (61 u) zu m/z 140 abgespalten.
Nach Verlust des Sulfonylethanols und der Fragmentierung mit Verlust von HCN (27 u) bildet
sich als Endfragment ein lon mit m/z 65.

Der Vergleich der Fragmentierungswege des Kations (El-Fragmentierung) und des Anions
(ESI-Fragmentierung) zeigt, dass bei der Interpretation der Fragmentierungsmuster
negativer lonen andere Mechanismen und Umlagerungen zu beobachten sind als bei den
positiven lonen. Eine Abspaltung von SO konnte bei der mit Elektronenstoss ionisierten p-
Base nicht beobachtet werden.

o0 o 91 o+ 108
155 p
L 183
7 140 i

10
? || o=
Ho/\/s OONH- HO/\/O S

Abbildung 54: Vergleich der Fragmentierungsmechanismen der p-Base als negativ
geladenes Molekilion mit ESI-MS/MS (CID-Spektrum bei CE = -20V, links) und des
Fragmentierungsmechanismus des Radikalkations bei Elektronenstossionisation mit 70eV
(GC-MS, rechts)

6.1.1.1 Reactive Black 5 und Synthesenebenprodukte

In Tabelle 40 sind Haupt- und Nebenverbindungen des hydrolysierten Farbstoffes Reactive
Black 5 aufgelistet. Ein Teil der aufgelisteten Verbindungen ist aus der Literatur bekannt.
Strukturvorschldge fir die bislang unbekannten Verbindungen, die im Hydrolysat des
Farbstoffs Reactive Black 5 nachgewiesen wurden, werden anhand ihrer Fragmentierungs-
muster diskutiert und dargestellt. Die identifizierten Strukturen werden den Reaktionsstufen,
bei denen sie bei der Synthese oder Hydrolyse entstehen, zugeordnet. Der Nachweis der
tautomeren Form des Farbstoffs Reactive Black 5 in wassriger Losung konnte Uber spektros-
kopische Untersuchung mit 'H-, "*C- und 2D-NMR-Messungen nachgewiesen werden [3].
Die Handelsform des Farbstoffs Reactive Black 5 setzt sich wie folgt zusammen
(AbklUrzungen siehe Tabelle 40): ca. 65 % RB5-O, 1 -2 % RB-OH, 1 — 2 % RB-NH,, 1-2 %
weitere Farbstoffnebenprodukte, sowie Entstaubungsmittel (1%) und 30 % Salze (NaCl,
Na,SO,4, NaNO3;, NaOAc) [3].
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Der Handelsware werden neben Stellmitteln wie Li- statt Na-Salzen zur Verbesserung der
Loslichkeit und des Ruihrverhaltens Naphtalinsulfonate in Form von Kondensationsprodukten
mit Formaldehyd zugesetzt (siehe Abbildung 55) [256]. Sie verbessern das Flie3verhalten
der Handelsware und unterstitzen die Endassoziierung des Farbstoffs beim Farbeprozess.
Weitere Anwendung finden sie als synthetische Gerbstoffe in der Lederindustrie, wo sie mit
den Gerbereiabwassern in biologischen Abwasserbehandlunsgverfahren nur schwer oder
gar nicht abgebaut werden [257]. Teilstrukturen dieser Formaldehyd-Naphtalinsulfonate, die
im wassrigen als dissozierte Sulfonsduren vorliegen, konnten im Abwasser als Naphthalin-
sulfonsaure (NSA) und Naphthalindisulfonsaure (NDSA, mehrere nicht spezifizierte Isomere)
nachgewiesen werden.
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*

Tabelle 40: Nachgewiesene Inhaltsstoffe des Hydrolysats von Reactive Black 5, *als

Referenzsubstanz verfiigbare Verbindungen

Verbindung Abkiirzung RT Vorlaufer MRM-Transient

[min] -ion Q1/Q3 m/z

Hauptverbindungen aus RB5-O

Reactive Black 5 Orginal*[3], [259] RB5-O - [M-3H]> 300 — 96

Reactive Black 5 Teilvinylform

[259] RB5-OV - - - - -

Reactive Black 5 Vinylform [259] RB5-V 10 [M-HJ 705 — 642

Reactive Black 5 Teilorginal-

Teilhydrolysat [259] RB5-HO - T

Reactive Black 5 Teilvinyl- ]

Teilhydrolysat RB5-HV 9,2 [M-H] 723 — 660

RB5-Hydrolysat*[3], [259] RB5-H 8,8 [M-2H* 370 — 370

Farbstoffnebenverbindungen

Reactive Black 5 mit p-Base Ether RB5-H+DPBE 8,9 [M-HT 925 — 861
. , ] 1467 — 927

Dimer RB5-Hydrolysat Di-RB5-H 9,9 [M-H] 733 236

H-Saure sauer mit diazotierter p- ;

Base gekuppelt *[3] RB-NH 9,2 [M-H] 530 — 316

H-Saure basisch mit diazotierter -

p-Base gekuppelt *[3] RB-OH 8,5 [M-H] 264 —» 79

Reactive Black 5 mit -

Ethylsulfonsiuregruppe RBS-H+SO, 94  [M-H] 806 — 236

Synthesenebenprodukte

N-acteyl-p-Base* NAPB 4,0 [M-HT 241 > 132

Sulfanilsaure SS 5,2 [M-HT 171 > 79

2-{4-[4-(2-Hydroxy-ethansulfonyl)-

phenylamino]-benzensulfonyl}- DPBA 5,5 [M-HJ 384 - 275

ethanol

p-Base Sulfonester PBSA 6,1 [M-HT 280 —» 1M

2-[2-(4-Amino-benzensulfonyl)-
ethoxy]-ethansulfonsaure
2-(4-Amino-benzensulfonyl)-

ABSEESA 6,4 [M-HJ 307 > 124

ethansulfonsiure ABSESA 6,6 [M-HT 264 —» 81
Unbekannte Verbindungen

UNK343 UNK343 8,8 [M-HT 343 —» 263
Verbindungen aus der Farbstoffformulierung

Naphthalinsulfonsaure NSA 71 [M-HT 207 > 143
Naphthalindisulfonsdure NSDA 7,6 [M-HT 287 — 143

110



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

HO5S

HOSS
: /\&fc“f/ O
o LT
I

SO.H

Abbildung 55: Stellmittel auf Basis von Formaldehyd-Naphthalensulfonaten

Bei der Farbstoffsynthese, d.h. der Diazotierung und Kupplungsreaktion, fallen durch Neben-
reaktionen in geringen Mengen Nebenprodukte an, die sich auch spater in der Handelsware
nachweisen lassen. Gemaly der eingangs angegebenen Zusammensetzung der Handels-
ware sind dieses gezielt zugesetzte Reaktionsprodukte der H-Saure, die einmal unter sauren
Bedingungen (RB-NH,) und einmal unter neutralen bis leicht basischen Bedingungen (RB-
OH, siehe 2. Schritt in Abbildung 56). Der andere Teil der Reaktionsprodukte setzt sich aus
Nebenprodukten der einzelnen Syntheseschritte zusammen, die in Abbildung 56 dargestellt
sind.

1. Schritt: Diazotierung

SO,CH,CH,0S03H SO,CH,CH,0S03H
O/ NaNO, HCI, 5°C )©/
H,H N

97-98% 2
2. Schritt: saure Azokupplung bei pH 1,5 -3

SO,CH,CH,0S05H 0SOzH
2 2 2 3 pH1,5-3 S(\ 3

. OH NH, O/OZ
OH
N2 —|— NH2 N\\N

HO5S SO3H

3. Schritt: basische Azokupplung bei pH 7 - 8

OSO3H
SO,CH,CH,0S03H >
2 2 2 3 s 028
o)
+
Ny + < \> f >
N

T OSO;H

OH NH, SO2 y, M NH N
Ns N
SO 90
HO3S SO3H HO3S SOzH

Abbildung 56: Farbstoffsynthese Reactive Black 5s

Bereits bei der Diazotierung der p-Base im ersten Schritt kann es zur Bildung von Neben-
produkten kommen. Eine ist die Triazenbildung, bei der die primaren oder sekundaren Stick-
stoffatome aromatischer Amine mit Diazoniumionen unter Bildung von Triazenen reagieren.
Die Triazenbildung ist schneller als die parallel ablaufende Diazotierung der Aromaten unter
Bildung der Azoverbindung [258]. Unter sauren Bedingungen ist die Triazenbildung
reversibel, die Azokupplung nicht. Je nach Reaktionsbedingungen reichert sich so langsam
die Azobindung an.
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Das Triazen der p-Base lag als Referenzsubstanz vor und konnte im Abwasser bzw.
Hydrolysat nicht nachgewiesen werden. Die linke Darstellung in Abbildung 57 zeigt das
Produktionenspektrum dieser Verbindung. Bei der Fragmentierung findet wahrscheinlich
nach einer vorhergehenden Umlagerungsreaktion die Abspaltung von Stickstoff N, statt, bei
der sich ein Diphenylamin bildet. Nachfolgend konnte auch bei héheren Kollisionsenergien (-
35 und -50 V) keine weitere Fragmentierung beobachtet werden.

B _EPI (572,60) CE (-20): Exp 1, 8,652 min from Sample 7 (TDPB_001) of 04.. Max. 2,74 cps. M -EP1 (384.00) CE (-50): Exp 4, 3757 min from Sample 8 (040504 BVR A. Mex. 1.865 cps.
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Abbildung 57: Produktionenspektrum und Fragmentierungsmuster von: Links - Molekulanion
der Triazin-p-Base bei einer Kollisionsenergie von —20 V; Rechts - 2-{4-[4-(2-Hydroxy-
ethansulfonyl)-phenylamino]-benzensulfonyl}-ethanols (DPBA)

Eine Verbindung, die sich formal aus der Struktur der Triazin-p-Base nach Abspaltung von
Stickstoff ableitet, ist das Di-p-Base-Amin (2-{4-[4-(2-Hydroxy-ethansulfonyl)-phenylamino]-
benzensulfonyl}-ethanol — DPBA, siehe Abbildung 57, rechts). Es konnte im Hydrolysat
nachgewiesen werden. Nach der chromatographischen Trennung wurde es vom Kationen-
tauscher nicht suppressiert, was darauf schlieen lasst, dass es keine primare Aminogruppe
besitzt bzw. nicht in der kationischen Form vorliegt. Die kurze Retentionszeit und die nicht
nachgewiesene Abspaltungen von SO; oder SO, legen nahe, dass die Verbindung nicht
sulfoniert ist. Wie bei der p-Base wird eine Abspaltung von 109 u beobachtet (m/z 384 — m/z
275), die typisch fur die Sulfonylethanolgruppe ist. Die zweifache Abspaltung von 93 Da
(nach vorhergehender Umlagerung) und 109 Da deutet auf eine Symmetrie des Molekiils
hin. Nach der Stickstoffregel sollte eine ungerade Anzahl an N-Atomen vorliegen, was fur die
vorliegende Strukturannahme spricht.

Eine weitere in der Farbstofflésung nachgewiesene Nebenverbindungen aus der Synthese
ist eine Nebenverbindung von Reactive Black 5, bei welcher der Ethanolrest gegen eine
Ethansulfonsauregruppe ausgetauscht ist (siehe Abbildung 58, links) und die als RB5-H+SO,
bezeichnet wird. Aus der Abspaltung des SO, vom Molekilion m/z 806 entsteht das Frag-
mentanion m/z 742, das dem Molekllanion des hydrolysierten Farbstoffes in Abbildung 53
entspricht. Weitere intensive Fragmentionen wie m/z 542, 465, 278 und 236 konnten in den
Massenspektren der Produktionenscans beider Verbindungen nachgewiesen werden.

Die in Abbildung 58 (rechts) dargestellte Azoverbindung RB5-H+SO, zeigt, dass neben der
p-Base auch Nebenprodukte bei der Diazotierungs- und Kupplungsreaktion miteinander
reagieren. Die Verbindung 2-(4-Amino-benzenesulfonyl)-ethansulfonsaure (ABSESA), die
zur Synthese von RB5-H+SO, im ersten Schritt der Farbstoffsynthese diazotiert und mit H-
Saure gekuppelt wurde, muss bereits als Nebenverbindung in dieser Reaktionsstufe
vorgelegen haben. Die Herkunft dieser Verbindung wird auf eine Nebenreaktion einer der
Synthesestufen der p-Base aus N-Phenylacetamid zurlckgefihrt, bei der sie als
Nebenprodukt anfallt.
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Abbildung 58: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Rechts - RB5-
H+SO,; Links - 2-(4-Amino-benzenesulfonyl)-ethansulfonsaure (ABSESA)

1. Schritt: Synthese vom N-Phenylacetamid zum Sulfonyichlorid

SO,Cl
/© HO-S0,-CI /O/
HN HN
N A
0 0

2. Schritt: Reduktion zum Sulfinat

SO,CI SOQ_N8+
1.2n 2.N82003
H-,0, 90°C NaOH
HN -HClI HN
o)\ o)\

3. Schritt: Ethylenoxid reagiert mit Sulfinat zum Sulfonylethanol

SO, Na* o SO,CH,CH,OH
oy A [T
HN HN
o)\

4. Schritt: Veresterung & Entschiitzung (Desulfonierung in heiBer Schwefelsaure)

S0,CH,CH,OH S0,CH,CH,0S03H
2 H,S0, /O/
-CH3COOH  H,N

Abbildung 59: Synthese von Acetamidbenzen zum Sulfonsaureester der p-Base

2
Q
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Das Syntheseschema flr p-Base ist in Abbildung 59 dargestellt. Im ersten Schritt reagiert N-
Phenylacetamid mit Chlorsulfonsaure zu 4-Acetylaminobenzolsulfonylchlorid. In Schritt zwei
erfolgt in Gegenwart von Zn die Reduktion des Sulfonylchlorids unter Abspaltung von HCI
zur Sulfinsaure. Die Sulfinsaure wird mit Na,CO3; im Basischen ins Na-Sulfinat Gberflhrt. Mit
Ethylenoxid reagiert das Sulfinat als S-Nucleophil zum Sulfonylethanol (N-Acetyl-p-Base). Im
Anschluss wird die N-Acetyl-p-Base in konzentrierter Schwefelsdure verestert und
entschutzt. Die Desulfonierung des aromatischen Rings geschieht durch Nachbehandlung in
heiBer Schwefelsdure. Es ware denkbar, dass die Bildung von ABSESA auf eine
Nebenreaktion im dritten Syntheseschritt zurlickgeht, bei dem statt des Ethanolrests ein
Ethanrest an der Sulfonylgruppe vorliegt, der bei der Veresterung mit Schwefelsaure im
vierten Schritt sulfoniert wird.

Die in RB5-H+SO, nachgewiesene Diazoniumkomponente 2-(4-Amino-benzenesulfonyl)-
ethansulfonsdure (ABSESA) konnte auch als Einzelsubstanz im unbehandelten Abwasser
nachgewiesen werden. Das Molekilion dieser Verbindung mit m/z 264 spaltet H,SO, als
Neutralteilchen (82 u) und als Anion HSO, (81 u) ab (siehe Abbildung 58 rechts). Bei der
Neutralteilchenabspaltung entsteht das Vinyl-p-Base-lon mit m/z 182. Die weitere
Fragmentierung erfolgt analog zur p-Base. Mit der Sulfonsauregruppe als wahrscheinlicher
Tragerin der Ladung des Molekulions kdnnte bei der Abspaltung von Aminobenzenesulfonyl
mit m/z 107 ein Fragmention als Ethensulfonsdure-lon gebildet werden. Ein Fragmention mit
m/z 107 entsteht auch bei der Fragmentierung der p-Base nach Umlagerung der
Sulfonylgruppe. Das Ethensulfonsaure-lon ist damit nicht eindeutig nachgewiesen.
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Abbildung 60: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Links - 2-[2-(4-
Amino-benzensulfonyl)-ethoxy]-ethansulfonsdaure (ABSEESA); Rechts - Amino-(2-hydroxy-
ethansulfonyl)-benzenesulfonsdure (PBSA)

Abbildung 60 (links) zeigt ein weiteres in der Farbstoffldsung nachgewiesenes Derivat der p-
Base, das als 2-[2-(4-Amino-benzensulfonyl)-ethoxy]-ethansulfonsdure (ABSEESA) identifi-
ziert wurde. Aus dem Molekilion m/z 308 kdnnte formal p-Base mit einer zweiten Sulfonyl-
ethanolgruppe abgeleitet werden. Die Fragmentierung sollte dann analog zu der Fragmen-
tierung der p-Base verlaufen, wodurch zwischen m/z 308 und dem néchst grélReren
Fragmention m/z 182 weitere Fragmentionen nachweisbar sein mussten. Diese Annahme
wird durch die beobachtete Fragmentierung nicht gestitzt. Als intensivstes lon zeigt das
Fragmentierungsmuster m/z 125, bei dem es sich um das Anion der 2-Hydroxyethan-
sulfonsaure handeln konnte. Aus den weniger intensiven lonen (m/z 182, 170, 156) lassen
sich fur die Fragmentation der p-Base typische lonen ableiten (Vgl. Abbildung 54). Die
negative Ladung ist bevorzugt an den intensiven Fragmentionen m/z 125, 107 und 95
lokalisiert, wodurch das Vorhandensein einer SO;H-Gruppe nahe liegt. Ein Bestatigung dafur
liefert der Nachweis des SO;*"lons mit m/z 80. Die Entstehung dieses Nebenproduktes
konnte auf die dritte Synthesestufe zurtckzufuhren sein, bei der das Sulfinat mit Ethylenoxid
zu N-Acetyl-p-Base reagiert. Unter Wasserabspaltung koénnte sich bei hoheren
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Temperaturen die Vinylkomponente ausbilden, die in einer weiteren Reaktion mit dem
Ethylenoxid das 4-(2-Ethoxy-ethansulfonyl)-phenylamin bildet. In der Veresterungsstufe wird
das endstandige Kohlenstoffatom der Ethangruppe sulfoniert.

Bei der Veresterung und Entschitzung der N-Acteyl-p-Base im vierten Schritt tritt als
Nebenreaktion zur Sulfonsauresterbildung eine Mono- bis Disulfonierung des Benzenrings
der p-Base auf. Diese wird bei Erhitzen in wassriger Schwefelsdure wieder umgekehrt [255].
Der Nachweis von Amino-(2-hydroxy-ethansulfonyl)-benzenesulfonsdure zeigt, dass die
Desulfonierung nicht vollstandig erfolgte. Aus dem in Abbildung 60 (rechts) gezeigten
Fragmentierungsmuster lasst sich als Grundstruktur p-Base ableiten: m/z 280 — -SO; — m/z
200. Aus dem Molekdlion ist nicht ersichtlich, ob die SO;-Gruppe als Ester am Ethanolrest
sitzt oder direkt am Benzen substituiert ist. Durch die Bildung des Fragmentions m/z 171 (bei
p-Base m/z 170), ist davon auszugehen, dass sich die SO;-Gruppe direkt am Benzen

befindet. Die beobachtete Wasserabspaltung von m/z 280 — m/z 264 ware bei der
Sulfonsaureesterform nicht méglich.

6.1.1.2 Haupt- und Nebenverbindungen aus der Hydrolyse

Wie in Kapitel 3.2 (Seite 18, Gleichung 2 und 3) beschrieben, entsteht beim
Reaktivfarbeprozess das Hydrolysat des eingesetzten Reaktivfarbstoffes. Der Nachweis
eines Teiles, der bei der Hydrolysereaktion entstehenden Intermediate, wurde erstmalig von
Chroma-Keull et al. mittels MALDI-TOFMS aufgezeigt [259]. Die dabei identifizierten
Verbindungen sind in Tabelle 40 mit der Quellenangabe gekennzeichnet. Bei der Unter-
suchung des Hydrolysates konnten mit der MS-Monitoring-Methode weitere Zwischen-
produkte der Hydrolyse von Reactive Black 5 nachgewiesen werden. In Abbildung 61 ist der
Verlauf der Hydrolyse dieses Farbstoffs dargestellt, wie sie von Zollinger allgemein
beschrieben wurde [4]. Im ersten Schritt unterliegt der Farbstoff in der Sulfonsaureesterform
(RB5-0) der basenkatalysierten Eliminierung der Sulfonsauregruppe, nach deren Abspaltung
die reaktive Vinylform entsteht (RB5-V). Durch die zwei vorhandenen Reaktivgruppen
ergeben sich zwei Intermediate (RB5-OV), bei denen eine Reaktivgruppe in der
Sulfonsauresterform und eine andere bereits in der Vinylform vorliegt. Parallel lauft die
basenkatalysierte Hydroylse der Vinylform ab, in deren Folge der hydrolysierte Reactive
Black 5 Farbstoff entsteht (RB5-H). Die jeweiligen Intermediate verfligen Uber eine
Sulfonsauresterform und eine Hydrolyseform (RB5-HO) oder eine Vinylform und eine
Hydrolyseform (RB5-HV).

Die mit der Monitoring-Methode nachweisbaren Verbindungen aus den zweistufigen
Hydrolyse sind in Tabelle 40 (Seite 110) aufgeflihrt. In den unter Farbebedingungen herge-
stellten Modellabwassern konnte neben dem finalen Hydrolysat RB5-H die Zwischenver-
bindung RB5-HV in quantitativen Mengen nachgewiesen werden (siehe auch Kapitel 5.3,
Seite 41), die einen Farbigkeitsanteil von 12,1% im Modellabwasser besall. Ein Anteil von
10% hatte das Dimer des hydrolysierten Farbstoffes (Etherbindunger Uber p-Base wie beim
Di-p-Base-Ether), das als zweifach geladenes lon mit m/z 733 detektiert wurde. Im
Hydrolysat konnte der Farbstoff in der Sulfonsdureesterform als RB5-O nicht mehr
nachgewiesen werden.

Bereits in den 60iger Jahren beschrieben Rys und Stamm eine bei der Farbung mit
vinylsulfonbasierten Reaktivfarbstoffen auftretende Nebenreaktion, bei der es zu einer
reversiblen Etherbildung zwischen der Vinyl- und der Hydrolysatform kommt, die als p-Base-
Ether bezeichnet wird (siehe 3. Schritt in Abbildung 61) [28]. Hinweise auf ein Vorliegen
dieser Ether gab der Nachweis von Verbindungen im Hydrolysat des Reaktivfarbstoffs, deren
Molekulargewicht deutlich Gber dem des hydrolysierten Farbstoffes lagen und die ein nahezu
identisches Spektrum im UVVIS-Chromatogramm zeigten.

Zwei dieser Verbindungen sind in Tabelle 40 neben den Zwischenstufen der Hydrolyse
aufgefiihrt. Es sind RB5-H +DPBE und das Dimer des hydrolysierten Farbstoffes, Di-RB5-H.
In Abbildung 62 sind die Massenspektren und die Strukturen von RB5-H +DPBE und Di-
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RB5-H dargestellt. Der Fragmentierungsmechanismus zeigt unter Abspalten der Vinyl-p-
Base die Aufldsung des Ethers, bei dem wieder RB5-H entsteht. Aufgrund des weiteren
Fragmentierungsmusters kann angenommen werden, dass der Di-p-Base-Ester an der unter
sauren Bedingungen gekuppelten Azobindung angebunden ist. Eine interne Etherbildung
des Farbstoffmolekils konnte nicht nachgewiesen werden.

1. Basenkatalysierte Eliminierung

0 SO3H Q
HO,S N:NOSONO ° HO5S N:NO?)\\ HOsS  N- N’@(S)’\

0 :
HOS N:NO$‘AG s HO5S N:NOS,JO*SO?,H HO.S N N‘@g
o

(0]
RB5-O RB5-OV RB5-V

[M-H]" m/z 902,8 [M-H]" m/z 804,8 [M-H]" m/z 706,7

(2 Isomere)

2. Basenkatalysierte Addition bzw. Hydrolyse

» » Y
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HO;S N:N{%sKOH HO3S  N-N SKOH HO,3S I\FN‘@S’\/OH

0 SO3H , Y - Q
HO;S  N=N S g3 HO3S NN OJ HO;S N—NngOH
RB5 HO RB5-HV RB5-H
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(2 Isomere)

3. Basenkatalysierte Nebenreaktion: Etherbildung 0 0
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(& on ® R %(‘s‘)/ —_— R R
" g " o R=NH,: DPBE m/z 383,5
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RB5-H+DPBE Q OH OS}
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(2 Isomere) HOsS NN < )—S—"oH NH,
o

Di-RB5-H-Ether ( )~NH; o )

m/z 1467 O OH HN O
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Abbildung 61: Hydrolyse des Farbstoffs Reactive Black 5 unter basischen Bedingungen im
Farbebad

Das uber eine Etherbindung verbundene Dimer des hydrolysierten Reactive Black 5 zeigt die
Abbildung 62 (rechts). Aufgrund der geringen Intensitat des [M-H]-lons war eine eindeutige
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Bestimmung Uber die Fragmentierungsmechanismen nicht mdéglich. Ein mégliches Frag-
mention kdnnte bei der Spaltung der tautomerisierten Azobindung unter Abspaltung von 925
u (entspricht formal dem RB5-H+DPBE, siehe Abbildung 62 links) mit m/z 542 entstanden
sein.

o
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Abbildung 62: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Links - RB5-
H+DPBE ; Rechts - Di-RB5-H

6.1.1.3 Anaerobe Abbauprodukte und Intermediate von Reactive Black 5

Die Reaktionsprodukte des hydrolysierten Farbstoffs Reactive Black 5 im anaeroben
Bioreaktoren wurden wie beim Abwasser mit der Prontosil AQ-Saule (3y) und der
Monitoring-Methode gemessen. Die Probenahme erfolgte online mit dem in Abbildung 8
(Seite 44) dargestellten Verfahren. Um auch die kationischen Metabolite (p-Base, DPBE) des
Farbstoffes massenspektrometrisch zu erfassen, wurden Proben auf der Prontosil Ace-Saule
(3y) mit der Methode 6 online gemessen. Die Hauptabbauverbindungen der anaeroben
Behandlung sind in Tabelle 41 aufgelistet. Neben diesen waren auch Ausgangsver-
bindungen des Abwassers im anaeroben Bioreaktor nachzuweisen, die bereits unter Kapitel
6.1.1.1 und 6.1.1.2 diskutiert wurden. Das stoffspezifische Abbauverhalten wird in Kapitel
6.1.2 (Seite 126) und die daraus abgeleitenden Mechanismen in Kapitel 6.1.4 (Seite 143)
betrachtet.

Ein Chromatogramm der online gemessenen Reaktorfllissigkeit, das mit dem Dioden-Array-
Detektor in der Monitoring-Methode aufgenommen wurde, ist in Abbildung 63 dargestellt. Die
zuvor im Abwasser nicht nachweisbaren Verbindungen wurden nach der Identifizierung
durch Interpretation der Massenspektren in die MRM-Monitoring-Methode aufgenommen. In
der Abbildung 63 und der Tabelle 40 sind neben den massenspektrometrisch identifizierten
Verbindungen auch noch unbekannte Verbindungen aufgeflhrt. Die entsprechenden
Produktionenspektren dieser Verbindungen sind im Anhang dargestellt und werden an dieser
Stelle nicht weiter diskutiert.
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Tabelle 41: Reaktionsprodukte des hydrolysierten Farbstoffs Reactive Black 5 im anaeroben
Bioreaktor

Identifizierte Verbindungen Abkirzung RT Vorlaufer MRM-Transient
[min] -ion Q1/Q3 m/z

Hauptabbauverbindungen

6-Amino-5-hydroxy-3,4-diimino- TAHNDSpp+ 8,1 [M-HT 345 — 186
3,4-dihydro-naphthalin-2,7-

disulfonsaure

4,6-Dihydroxy-3,5-diimino-3,5- TAHNDSpp, 7,9 [M-HT 346 — 187
dihydro-naphthalin-2,7-

disulfonsaure

5,6-Dihydroxy-3-imino-4-ox0-3,4- TAHNDSpps;, 8,3 [M-HT 347 — 188

dihydro-naphthalin-2,7- TAHNDSpp3;

disulfonsaure

4,6-Dihydroxy-3,5-dioxo-3,5- TAHNDSpp4a 8,7 [M-HJ 348 — 189
dihydro-naphthalin-2,7- TAHNDSppy, 10,4

disulfonsaure bzw. 5,6-Dihydroxy-

3,4-dioxo-3,4-dihydro-naphthalin-

2,7-disulfonsaure

p-Base PB 2,7 [2M-H] 399 — 201
Di-p-Base-Ether DPBE 5,9 [M-HT 383 — 383
Vinyl-p-Base VPB 52 [M-HT 183 — 183
Reactive Black 5 teilreduziert RB5-H-PB 8,3 [M-HT 545 — 264
Reactive Black 5 teilreduziert -2H RB5-H-PB-2H 8,4 [M-HT 543 — 463
Unbekannte Verbindungen

UNK188 - 6,4 [M-HT 188 - 96
UNK386 - 7,3 [M-HT 386 — 306
UNK358/278 - 7,8 [M-HT 358 — 278
UNK371 - 7,9 [M-HT 371 — 183
UNK584 - 9,1 [M-HT 584 — 424
UNKG661 - 94 [M-HT 661 — 501
UNK373 - 10,1  [M-HJ 373 — 293

Unter den reduktiven Bedingungen im anaeroben Bioreaktor sollen die Azobindungen der
Farbstoffe unter Bildung von aromatischen Aminen reduziert werden. Das Produktionen-
spektrum und das zugehdrige Intermediat des Farbstoffes, bei dem die Reduktion einer
Azobindung stattgefunden hat, ist in Abbildung 64 (links) dargestellt. Das Molekilion m/z 545
mit einer Azobindung bildet ein intensives Fragmention mit m/z 345, das auf eine Keto-Typ
Spaltung der Azobindung hinweist. Sehr schwach ist auch die Azo-Typ Spaltung mit m/z 332
zu erkennen. Etwas intensiver ist die Azo-Typ Spaltung an der N-C-Bindung der p-Base
nach Verlust von SO; mit dem lon m/z 280. Insgesamt Uberwiegt aber der Fragmentierungs-
weg der Keto-Typ Spaltung mit m/z 345 und nach Abspaltung von HSO; m/z 264 und SO,
zu m/z 184. Es ist daher davon auszugehen, dass es sich hauptsachlich um die ortho-
Hydroxyazobindung des teilreduzierten Azofarbstoffes Reactive Black 5 in der hydrolysierten
Form handelt. Die geringe Intensitdt der Azo-Typ-Spaltung kann auf das koeluierende
Isomer mit der ortho-Aminoazobindung zuriickgefiihrt werden.

Die in Abbildung 64 (rechts) vorgeschlagene Struktur kdonnte einem Folgeprodukte der
teilreduzierten Form RB5-H -PB entsprechen, bei der sich unter Autooxidation (-2H) die
Ketoiminform ausbildet. Die Bezeichnung hierfiir ist RB5-H -PB-2Ha. Das Vorhandensein
einer intakten Azobindung in der ortho-Stellung zur Aminogruppe belegt die beobachtete
Azo-Typ-Spaltung von m/z 543 — m/z 170. Im Vergleich zum Produktionenspektrum von
RB5-H -PB ist die Intensitat des Fragmentions m/z 170 nach Abspaltung von 213 u gering.
Sehr viel intensiver sind die Abspaltung der SO;-Gruppe, die an beiden Sulfonsauregruppen
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auftreten. Daneben ist die Sulfonylethanolabspaltung nach homolytischer Spaltung der S-C-
Bindung sehr deutlich im Produktionenmassenspektrum zu beobachten (m/z 434, 354, 274).
Eine Keto-Typ-Spaltung konnte bei der Fragmentierung nicht nachgewiesen werden, so dass
das Vorliegen der ortho-Aminoazobindung wahrscheinlicher ist.

Contour Plot of 0409058 BMRE_AN_IL_EMS wiff, Sample 5, (0,000 min ... Max, 27624 mall,
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Abbildung 63: Dioden-Array-Detektor-Chromatogramm der online gemessenen Probe des
anaeroben Bioreaktors (AQ-Saule, Monitoring-Methode im Full Scan Modus)
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Abbildung 64: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Rechts -
teilreduziertes RB5-Hydrolysat (RB5-H -PB); Links - teilreduziertes RB5-Hydrolysat in der
Chinoniminform (RB5-H -PB-2Ha)

Kudlich berichtet bei der Reduktion an Azofarbstoffen mit ortho-standigen Hydroxygruppen
zur Azobindung erstmals Uber die Bildung von Autooxidationsprodukten, die sich bei der
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Hydrolyse eines Diimins zum Ketoimin bilden [201], [260]. In seiner Arbeit untersuchte er die
Reaktionsprodukte der reduktiven Spaltung von Naphtholblauschwarz, einem Diazofarbstoff,
der als Kupplungspomponente die H-Saure und als Diazoniumkomponenten Anilin und 1,4-
Benzendiamin besitzt. Als Reaktionsprodukte der reduktiven Behandlung beschreibt er unter
der Annahme, dass beide Azobindungen reduziert werden, die beiden Diazoniumkompo-
nenten und 3,5,6-Triamino-4-hydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsdure (Diamino-H-Saure).
Analog dazu postuliert er bei der Reduktion von Reactive Black 5 die Freisetzung von Di-
amino-H-Saure sowie zweier Molekiile p-Base. Bei chromatographischen Untersuchungen in
Kopplung mit UVVIS und massenspektrometrischer Detektion konnte er im UVVIS neben p-
Base zwei weitere Verbindungen nachweisen, von denen nur eine mit ESI-MS zu detektieren
war. Abbildung 65 zeigt den von Kudlich postulierten Autooxidations- und Hydrolyse-
mechanismus, bei dem das Molekulargewicht von TAHNDSpp, vom Molekilion abgeleitet
wurde und nicht durch Fragmentierungsmuster genauer charakterisiert wurde.

 TARNDS TAHNDSp; TAHNDSp,
NH, OH Autooxidation NH OH Hydrolysis NH OH
HoN NH; HN NH, HO NH
Ul o W J I, = ")
HO,S SOH  H,  HOsS SOH  -NH;  HO.S SO,H

Abbildung 65: Autooxidations- und Hyrdrolysemechanismus von 3,5,6-Triamino-4-hydroxy-
naphthalin-2,7-disulfonsaure [201], [260]

Bei der massenspektrometrisch nachweisbaren Substanz handelte es sich um 4,6-Dihy-
droxy-3,5-diimino-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp;) mit m/z 347, deren
Produktionenspektrum in Abbildung 66 dargestellt und interpretiert ist. Die Abkirzung fir
diese Verbindung geht auf das formale Reduktionsprodukt zurlick, das sich aus der Di-
Amino-H-Saure ergibt, d.h. die 3,5,6-Triamino-4-hydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure
(TAHNDS). Kudlich geht davon aus, dass das primare Reduktionsprodukt TAHNDS instabil
ist und sofort zu TAHNDSpp; (6-Amino-5-hydroxy-3,4-diimino-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-
disulfonsaure) autooxidiert. TAHNDSpp; lie3 sich aufgrund der nicht sauerstofffreien
Beprobung massenspektrometrisch in Kudlichs Arbeit nicht nachweisen, so dass er die
Struktur nur postulierte. Der Mechanismus der Hydrolyse vom Imin zum Keton ist abgeleitet
vom allgemein akzeptierten Reaktionsmechanismus von Aminosaure-Dehydrogenasen wie
beispielsweise der Glutamat- Dehydrogenasen [261].

Bei der Fragmentierung des Metaboliten TAHNDSpp, in Abbildung 66 (links) findet
hauptsachlich eine Abspaltung der SO3;-Gruppen als Neutralteilchen (m/z 267, 187) oder lon
(m/z 80) statt. Die Fragmentierung von m/z 267 geschieht unter Abspaltung von SO, zu m/z
202. Ein Hinweis auf die vorhandenen Imin-Gruppen liefert die Spaltung von HCN mit 27 u,
die bei der Fragmentierung von m/z 187 — m/z 160 beobachtet werden kann. Bei der
Uberprifung des Fragmentierungsmechanismus mit MS® wurden auch die Neutral-
teilchenabspaltung von CO (28 u) beobachtet, die die lonen m/z 175 und 239 ergab. Bei der
MS? Messung von m/z 348— m/z 267 und m/z 348— m/z 187 wurde beide Male das lon m/z
147 detektiert. Die dieser Fragmentierung zu Grunde liegenden Mechanismen konnten nicht
plausibel nachvollzogen werden. Wahrscheinlich vollzieht sich die Bildung des Fragmentions
m/z 147 unter Offnung eines Rings des Naphthalingrundgeriists und unter Abspaltung von
Kohlenstoffatomen aus dem Ring. Die vorgeschlagene Struktur konnte durch einen Teil der
beobachteten Fragmentierungen bestatigt werden. Einen Hinweis auf die Position der
einzelnen Substituenden liefert das Fragmentierungsmuster nicht.

Durch den Einsatz der Inline-Sonde war es mdglich, unter sauerstofffreien Probe-
nahmebedingung die von Kudlich postulierte, aber massenspektrometrisch nicht nachzu-
weisende Substanz TAHNDSpp,, erstmalig massenspektrometrisch zu detektieren und durch
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kollisionsinduzierte Fragmentierung zu charakterisieren. Das Produktionenspektrum von
TAHNDSpp, ist in Abbildung 66 (rechts) dargestellt. Die von Kudlich postulierte Molekdl-
ionenmasse von m/z 347 konnte hierbei bestatigt werden. Das Fragmentierungsmuster
dieser Verbindung zeigt, dass der Fragmentierungsweg wie bei TAHNDSpp, von der
Abspaltung der SO;- und SO.-Teilchen dominiert ist (m/z 282, 202, 266, 186). Viele der
Fragmentionen sind um eine Masseneinheit kleiner als bei TAHNDSpp, was auf die
strukturelle Ahnlichkeit hindeutet.

—
W -EPI (347.00) CE (-50): Exp 2, 6:862 min from Sample 8 (040504 BVMR A... Meax 1.3e7 cps. B -EPI (346.00) CE (-50): Exp 1, 7.299 min from Sample 9 (040504 BVR A... Max. 7.4€5 cps.
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Abbildung 66: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Links - TAHNDSpp,.
Rechts - TAHNDSpp/

Sehr viel intensiver als bei TAHNDSpp, ist das Fragmention m/z 159 (analog m/z 160), das
bei der selben Kollisionsenergie von =50 V annahernd so intensiv ist wie m/z 202 aus der
Spaltung von SO,. Im Vergleich zu TAHNDSpp, lasst sich bei TAHNDSpp, nur ein Fragment-
ion nachweisen, das unter Abspaltung von CO entsteht (m/z 282 — m/z 254). Das Verhaltnis
von CO-Abspaltung TAHNDSpp/TAHNDSpp, = 1/2 kehrt sich bei der Abspaltung von HCN
(27 u) um. TAHNDSpp4 bildet bei der Fragmentierung unter Abgabe von HCN die lonen m/z
239 und m/z 159. Bei TAHNDSpp, beschrankt sich diese Fragmentierung auf m/z 187 — m/z
160. Die Annahme, dass sich aus TAHNDSpp, Uiber Hydrolyse TAHNDSpp, bildet, wird durch
das sich andernde Verhaltnis der Abspaltungen von HCN zu CO bei diesen Verbindungen
unterstatzt.

B -EPI(348.00) CE (-50): Exp 2, 8.262 min from Samueg(mm_BMR_ - Max. 1.2¢6¢cps. Bl _EP| (349.00) CE (-50): Exp 1, 10.222 min from Sample 2 (BMR_AN_EP_... Max. 1.8e5 cpf.
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Abbildung 67: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Links - TAHNDSpps.
Rechts - TAHNDSDP4
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In den Versuchsreihen zur anaeroben Reduktion von Reactive Black 5 wurde weitere
Verbindungen nachgewiesen, die ahnliche Fragmentierungsmuster wie TAHNDSpp; und
TAHNDSpp, aufwiesen und im Molekulargewicht um ein bzw. zwei Masseneinheiten grélier
waren als TAHNDSpp,. Abbildung 67 (links) zeigt das Produktionenspektrum der mit
TAHNDSpp; bezeichneten Substanz (5,6-Dihydroxy-3-imino-4-oxo-3,4-dihydro-naphthalin-
2,7-disulfonsaure) mit m/z 348. Neben den sulfonsauregruppen-typischen Abspaltungen von
80 u und 64 u, ist hier im Vergleich zu TAHNDSpps und TAHNDSpp, eine Steigerung der
Intensitat von CO-Abspaltungen (m/z 188 — m/z 160) gegeniber HCN-Abspaltungen (m/z
188 — m/z 161) zu verzeichnen. TAHNDSpp; ist wahrscheinlich eine weiteres Produkte der
Hydrolyse, bei dem formal NH gegen eine Sauerstoffatom ausgetauscht wird.

Den Nachweis eines weiteren potentiellen Folgeproduktes der Hydrolyse mit der
Bezeichnung TAHNDSpp4 zeigt die Abbildung 67 (rechts). Bei der Fragmentierung dieser
Verbindung wurden neben den Ublichen SO3- und SO,-Abspaltungen ausschliellich die
Abspaltung von CO mit m/z 241, 160 und 117 beobachtet. Diese Verbindung konnte mit
unterschiedlichen Retentionszeiten nachgewiesen werden, was auf das Vorliegen von zwei
moglichen Isomeren hindeutet, die fir die Strukturvorschlage in der Abbildung dargestellt
sind: 4,6-Dihydroxy-3,5-dioxo-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure und 5,6-Dihydroxy-
3,4-dioxo-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsaure. Eine eindeutige strukturelle Zuordnung
moglicher Isomere war mit Hilfe der Interpretation der Fragmentierungsmuster nicht moglich.

Die beobachteten Mechanismen der Autooxidation und Hydrolyse der vier Verbindungen
TAHNDSpp1.4, die mit massenspektrometrischen Interpretation abgesichert werden konnten,
ahneln den von Reemtsma und Stlber beobachteten Mechanismen, die in Abbildung 68
links dargestellt sind [257], [262],. An der Modellsubstanz 2-Amino-3-hydroxy-naphthalin-
sulfonsaure untersuchten sie den Mechanismus der Ruckverfarbung, der bei Reduktion von
Azobindungen mit ortho-standiger Hydroxygruppe beobachtet wurde [15], [110], [260]. Dabei
zeigte sich, dass schon nach kurzer Zeit in wassriger Lésung eine Veranderung der Struktur
und Farbigkeit dieser Verbindung zu beobachten war. Nach etwa zwei Tagen wurden
massenspektrometrisch chinoide Strukturen am Naphthalin nachgewiesen, die fiir die Ver-
farbung der im Ausgangszustand farblosen Verbindung verantwortlich waren. Neben einer
vierstufigen Reaktion vom 2-Amino-3-hydroxy-naphthalinsulfonsdure zur 3,4-Dioxo-naph-
thalinsulfonsdure wurde eine Dimerisierung der Substanz beobachtet.

SO;H SO;H B EP1 (38325 Charge (+0) FT (250): Bxp2, 11.565t0 11.849 rrin from Sam.. M 1266 cps.
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Abbildung 68: Links - Verfarbungsmechanismus von 2-Amino-3-hydroxy-naphthalinsulfon-
saure in wassriger Losung [262]; Produktionenspektrum von DPBE und Fragmentierungs-
schema

Hinweise auf einer Dimerisierung von TAHNDS-Derivaten wurden in der vorliegenden
Untersuchung nicht beobachtet. Der Austausch von Amino- gegen Hydroxygruppen bzw. von
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Imin- gegen Oxo-gruppen fluhrt insgesamt zu einer hypsochromen Verschiebung der
spektralen Absorption, d.h. die bei TAHNDSpp, beobachtete blaue Farbung verschiebt sich
bei TAHNDSpp; in den roten bis griinen Bereich bei TAHNDSpp, (siehe auch Kapitel 0, Seite
146).

Bei der anaeroben Reduktion der Verbindungen RB5-H +DPBE (siehe Abbildung 62, Seite
117) kann Di-p-Base-Ether (DPBE) abgespalten werden, die wie p-Base vom Kationensup-
pressor adsorbiert wird. Durch Verwendung der Prontosil Ace (3u)-Saule unter Methode 6
ohne Kationensuppressor konnte diese Substanz massenspektrometrisch nachgewiesen
und durch die Fragmentierung im Produktionenscan charakterisiert werden. Abbildung 68
(rechts) zeigt das Produktionenspektrum von Di-p-Base-Ether, das in Analogie zu p-Base
fragmentiert. Der Nachweis der Etherbindung ergibt sich aus dem Molekilion m/z 383, das
mit nahezu gleicher Intensitat die Fragmentionen m/z 200 und m/z 182 bildet. Wie bei den
anderen Derivaten der p-Base ist auch bei DPBE die Umlagerung der Sulfonylgruppe zu
beobachten, aus der sich nachfolgend die Spaltung der C-S-Bindung unter Bildung des
Fragmentions m/z 155 ergibt.

6.1.1.4 Reaktionsprodukte im aeroben Bioreaktor

Zur Veranschaulichung der Leistungsfahigkeit der aeroben Behandlungsstufe aromatische
Verbindungen abzubauen ist in Abbildung 69 ein Dioden-Array-Detektor-Chromatogramm
einer online gemessenen Probe der aeroben Bioreaktors dargestellt. Das Chromatogramm
illustriert, dass ein Groliteil der im anaeroben Bioreaktor gefunden Verbindungen (Vergleiche
Abbildung 63, Seite 119) im aeroben Bioreaktor nicht mehr nachweisbar war. Die genaue
Bestimmung der Zusammensetzung und Bewertung der Abbaubarkeit folgt in den Kapiteln
6.1.3 bis 6.1.7.

Contour Plot of 040908_BME_AE_ILEMS wiff, Sample 1, (0,000 min .. Max. 19635 mAal.
3.7% -41,9%
— 3.7% - 41.9%
800 a A

TAHNDSpp,

750 TAHNDSp4

700

650

600 -

3
™
E 550 S X
< ¢ Z
e 500 a = i
i ‘i =)
T I'”I.IJ
= 450 7
= Cm
g

400 <

350 u

300

250

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Time, min

Abbildung 69: Dioden-Array-Detektor-Chromatogramm der online gemessenen Probe des
aeroben Bioreaktors wahrend des kontinuierlichen Betriebes (AQ-Saule, Monitoring-Methode
im Full Scan Modus)
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Das im aeroben Bioreaktor zu behandelnde Abwasser stammte aus dem Ablauf der
anaeroben Farbstoffoehandlung. Im aeroben Bioreaktor wurden verschiedene schon im
anaeroben Bioreaktor nachgewiesenen Intermediate gefunden. Oxidationsprodukte des
aeroben Abbaus von anaeroben Reduktionsprodukten konnten nicht nachgewiesen werden.
Daraus ist nicht abzuleiten, dass im aeroben Bioreaktor keine nachweisbaren oxidativen
Abbauprodukte entstanden. In Kapitel 6.1.3 kann gezeigt werden, dass ein Teil der bereits
identifizierten Verbindungen im aeroben Bioreaktor mit deutlich héherer Intensitat als im
anaeroben Bioreaktor nachgewiesen werden konnte. Die partielle Bildung dieser
Oxidationsprodukte im anaeroben Bioreaktor stand wahrscheinlich im Zusammenhang mit
dem im kontinuierlichen Betrieb sukzessive zugefihrten Sauerstoff, der im Abwasser gelost
war. Die vollige Sauerstofffreineit des anaeroben Betriebes konnte auch durch
Stickstoffsplilung des Bioreaktors nicht gewahrleistet werden, wie die Entwicklung des
Redoxpotentials bei den durchgefluhrten Versuchsreihen zeigte.

6.1.1.5 Nicht vollstandig identifizierte Intermediate

Neben den bereits identifizierten Verbindungen im Abwasser und den Bioreaktoren konnten
verschiedene unbekannte Intermediate mit dem Diodenarray-Detektor und Massenspektro-
meter erfasst werden. Die Interpretation der Produktionenspektren dieser Verbindungen
ergab keine sinnvollen Zuordnungen zu mdglichen Molekulstrukturen. Neben dem hier
diskutierten Beispiel sind weitere gemessene Spektren unbekannter Verbindungen im
Anhang dargestellt.

Bei dreien der im anaeroben und aeroben Bioreaktor erfassten Massenspektren von
unbekannten Verbindungen, ergaben sich deutliche Ubereinstimmungen der Fragment-
ierungswege (Vergleiche Abbildung 70 und Abbildung 71). Fir die Verbindung mit m/z 343
wurde in Abbildung 70 (links) als mogliche Struktur die 5-Ethensulfonyl-2-hydroxy-benzen-
disulfonsaure (ESHBDSA) diskutiert. Pham et al. beschreiben in ihrer Untersuchung zur
Zusammensetzung der Handelsware Reactive Black 5 das phenolische Analogon zur p-
Base, bei der die Aminogruppe durch eine Hydroxygruppe substituiert ist [3].

B -EPI (343.00) CE (-50): Exp 3, 8,828 min from Sample 11 (BMR_AN_EPI_... Max. 1.8¢5 cps. [24]
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Abbildung 70: Links: Produktionenspektrum einer unbekannten Verbindung mit m/z 371;
Rechts: Vergleich der Fragmentierungswege von UNK343, 371 und 373 sowie Darstellung
des mdglichen Bildungsmechanismus eines a-Diazoketons aus der Reduktion einer
Hydrazoverbindung (4,5-Dihydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure gekuppelt mit p-Base)

Ein Derivat dieser Verbindung ist mdglicherweise die Verbindung UNK343 als 5-Ethen-
sulfonyl-2-hydroxy-benzen-disulfonsaure (ESHBDSA), die bereits im Hydrolysat des
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Farbstoffes nachweisbar ist. Der Fragmentierungsweg dokumentiert die Abspaltung der
beiden Sulfonsauregruppen einmal als SO; bzw. SO;” und als Neutralteilchen SO,. Das
Phenol zeigt eine Abspaltung CO (28 u) wie sie auch bei negativer Elektronenstossionisation
an Phenoxyl-lonen beobachtet wird [251]. In Gegenwart eines ortho-standigen Wasser-
stoffatoms kann auch CHO® als Fragment abgespalten werden, was bei ESHBDSA nicht
beobachtet wurde. Zur Absicherung der vorgeschlagenen Struktur, misste die Fragmen-
tierung der Sulfonylethen-Gruppe zu beobachten sein. Die Sulfonylgruppen-typische
Umlagerung und Abspaltung wurde jedoch nicht nachgewiesen. Daher ist der
Strukturvorschlag 5-Ethensulfonyl-2-hydroxy-benzen-disulfonsaure als unwahrscheinlich zu
betrachten.

B -EPI (371.00) CE (-50): Exp 3, 7.133 min from Sample 8 (040504 BVR A.. Mex 35e5cps. M -EPI (373.00) CE (-50): Exp 3, 9.941 min from Sample 9 (040504 BIVR A.. Mex 1.4e6 copd
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Abbildung 71: Links: Produktionenspektrum einer unbekannten Verbindung mit m/z 371;
rechts: Produktionenspektrum einer unbekannten Verbindung mit m/z 371 (beide gemessen
bei einer Kollisionsenergie von —50 V)

Bei der Fragmentierung der beiden anderen unbekannten Verbindungen fallt die Analogie
zum Fragmentierungsmechanismus von UNK343 auf (rechte Darstellung in Abbildung 70).
Auch bei diesen Verbindungen wurde keine Sulfonylgruppen-typische Umlagerung und
Abspaltung analog zur p-Base beobachtet.

Es handelt sich bei den beiden unbekannten Verbindungen in Abbildung 71 mit m/z 371
(UNK371) und m/z 373 (UNK373) um eine zweifach sulfonierte aromatische Verbindung.
Beide Spektren weisen mehrfach Differenzen von 80 u zwischen den Fragmentionen auf.
UNK371, das sich von UNK343 durch 28 u unterscheidet, fragmentiert nach Verlust von 28 u
unter zweifacher Abspaltung von SO; mit m/z 371 — m/z 343 — m/z 263 — m/z 183.
UNK373, das sich von UNK343 durch 30 u und von UNK371 durch 2 u unterscheidet,
fragmentiert direkt unter zweifacher Abspaltung von SO;: m/z 373 — m/z 293 — m/z 213.
Das Fragmention m/z 183 ist bei allen drei Verbindungen mit unterschiedlicher Intensitat
nachweisbar. Die Analogie in den Fragmentierungsmustern legt nahe, dass die drei lonen
m/z 343, 371 und 373 Uber die gleiche Grundstruktur verfligen.

Aus der Synthese von H-Saure ist bekannt, dass 4,5-Dihydroxy-naphthalin-2,7-disulfonséure
als Nebenprodukt entsteht, das bei der Synthese von Azofarbstoffen als mdgliche
Kupplungskomponente neben der H-Saure vorliegen kann. Unter basischer Kupplung mit
diazotierter p-Base entsteht ein Diazofarbstoff, der von Pham et al. in der Handelsware des
Farbstoffes Reactive Black 5 nachgewiesen wurde [3]. Bei diesem Farbstoff liegen beide
ortho-Hydroxyazobindungen in wassriger Loésung in der tautomeren Form vor. Unter
bestimmten Bedingungen ware es im anaeroben Bioreaktor denkbar, dass sich partiell durch
die Bildung der Keto-Hydrazonform unter Spaltung der C-N-Bindung zur p-Base und
Wanderung eines Protons die Diazoketonform ausbildet (vorgeschlagener Mechanismus
siehe Abbildung 70 rechts). Der Ringschluss in Form einer Oxadiazolbindung ist sehr
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unwahrscheinlich, da diese meistens als Valenzisomere in der a-Diazoketonform vorliegen
und nicht sehr stabil sind.

Die gemeinsame Grundstruktur der drei unbekannten Verbindungen ist mit groRler
Wabhrscheinlichkeit die 4,5-Dihydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure. Der Verlust von 28 u bei
der Fragmentierung der vorgeschlagenen Struktur fir UNK371 spricht flr die Abspaltung von
N2 oder CO. Bei a-Diazoketonen wird haufig eine Np-Abspaltung gefolgt von einer Wolff-
Umlagerung unter Ringverkleinerung beobachtet, in deren Folge CO freigesetzt wird. Der
Verlust von 44 u legt eine Abspaltung von CO, nahe. Fur die beiden Verbindungen UNK343
und 371 konnten aufgrund der Massendifferenz von 28 u (Ny) bzw. 2 u (2H) mogliche
Strukturen ableitet werden. Das stoffspezifische Verhalten dieser Verbindungen wird in
Kapitel 6.1.3.4 (Seite 141) betrachtet.

6.1.2 Bestimmung der Farbstoffabbaukinetik im Step-Feed-Batch-Verfahren

Um das stoffspezifische Abbauverhalten der Abwasserinhaltsstoffe und der beim Abbau
gebildeten Intermediate beurteilen zu kénnen, wurden beide Bioreaktoren mit Hilfe der
Online-Monitoring-Methode uUberwacht. In so genannten Step-Feed-Batch-Versuchen
wurden der anaerobe mit einer Stosszugabe von Modellabwasser (RB5-Hydrolysat) belastet.
Die jeweiligen Raumbelastungen sind in Tabelle 42 angegeben. Mit Hilfe des bereits
beschriebenen Online-HPLC-DAD-Verfahrens (Merck La Chrom System siehe Kapitel 5.4,
Seite 46) wurde der Abbau des Farbstoffes, seiner Hauptnebenverbindungen und der
Hauptabbauprodukte TAHNDSpps» und p-Base halbquantitativ iberwacht, dokumentiert und
bewertet. Dabei wurden die Kinetik des Abbaus einzelner Substanzen mit bertcksichtigt.

-®-p-Base - TAHNDS DP1 - TAHNDS DP2
O-RB5-H-PB -#-RB5-H -#-Summe RB5

Relative Intensitat

0 12 24 36 48 60 Zeit[h] 72

Abbildung 72: Verlauf der relativen Intensitat des RB5-Hydrolysates und seiner Metabolite
nach einer Step-Feed-Batch-Zugabe von 1,37 mM L' RB5-H

Abbildung 72 zeigt die Abnahme der Konzentration des Hydrolysats (Startkonzentration 1,36
MMggs.H L'1) und der anderen Hauptkomponenten Uber einem Zeitraum von 72 Stunden im
anaeroben Bioreaktor. Nach 20 Stunden war das Farbstoffhydrolysat nicht mehr im
Bioreaktor nachzuweisen. Zu diesem Zeitpunkt erreichte das teilreduzierte Hydrolysat RB5-
H-PB seine maximale Konzentration, die nach etwa 60 Stunden auf null absank. Mit der
Zugabe an Hydrolysat (0 h) fiel die Konzentration von TAHNDSpps auf fast null. Unter
Absinken der Konzentration des teilreduzierte Hydrolysat RB5-H-PB begann TAHNDSpp, bis
zu einem Endwert von 70% der Ausgangskonzentration anzusteigen. Die Konzentration des
Folgeproduktes TAHNDSpp, stieg mit dem Absinken von TAHNDSpps in den ersten 12
Stunden und blieb dann konstant.
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Die durch Reduktion der Azobindungen freigesetzte p-Base korreliert mit der starken
Abnahme von RB5-H zu Beginn des Versuchs und der im Anschluss langsameren
Verringerung von RB5-H-PB. Die Messgrofie ,XRB5“ erfasst alle farbigen Verbindungen
(eingeschlossen RB5-H und RB5-H-PB), die ein ahnliches UVVIS-Absorptionsspektrum wie
Reactive Black 5 aufwiesen und zum Zeitpunkt der Versuchsreihe nicht genauer spezifiziert
werden konnten.

Die meisten grundlegenden aktuellen kinetischen Untersuchungen zum Abbau von
Azofarbstoffen beschreiben den Abbau bzw. die Entfarbung nach formal 1. Ordnung in
Bezug auf die Farbstoffkonzentration und das Reduktionsmittel [126]. Frihere Publikationen
aus den 70iger Jahren, bei denen Azofarbstoffe in Reinkulturen behandelt wurden, machen
auch Ansatze, bei denen der Abbau formal einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt [263].

Als kinetisches Model zur Beschreibung des anaerob reduktiven Abbaus von Azofarbstoffen
wurde eine Kinetik 1. Ordnung in Bezug auf die Farbstoffkonzentration gewahilt:

-ders/dt = K Ces

k = Reaktionskonstante [h™']

crs = Farbstoffkonzentration zum Zeitpunkt t [mML™]
FUr ces = Ceso bei t = O folgt aus der Integration der obigen Gleichung:

In (Ces/Cespo) =-k't+cC

Tragt man In (Ces/Crs o) graphisch gegen die Zeit auf, dann entspricht k™ im Fall eines linearen
Verlaufs der Steigung der Geraden.

Die kinetischen Auswertungen der Step-Feed-Batch Abbauversuche im anaeroben
Bioreaktor sind in Tabelle 42 dargestellt.

Tabelle 42: Kinetische Betrachtung zu Step-Feed-Batch-Versuchen im anaeroben BMR in
Bezug auf die Abnahme des hydrolysierten Reactive Black 5

Nr.  cresu [MM] DFZsgs [m”] K'sges [h']; R? K'ress [h']; R? f (K res-1/K srBS)
1 0,1 530 -0,1215; 0,978 -0,1662; 0,991 1,37

2 0,1 530 -0,1633; 0,973 -0,1402; 0,983 0,86

3 0,1 530 -0,1443; 0,992 -0,1427; 0,990 0,99

4 2,75 14575 -0,0414; 0,962 -0,1286; 0,950 475

5 1,37 7261 -0,0271; 0,936 -0,1301; 0,998 4,80

6 1,37 7261 -0,0406; 0,929 -0,2542; 0,992 6,26

7 1,37 7261 -0,0424; 0,954 -0,4626; 0,966 10,91

Es zeigt sich, dass bei geringen Konzentrationen von 0,1 mMggs.4 L vergleichbare
Reaktionskonstanten des Abbaus von hydrolysiertem Reactive Black 5 und der Summe aller
Farbstoffe gemessen wurden. Innerhalb der Versuche Nr. 5 bis 7 konnte eine kontinuierliche
Steigerung der Reaktionskonstanten bei gleicher Farbstoffkonzentration beobachtet werden.
Dem gegeniber steht der vergleichsweise langsame Gesamtabbau, in dem die Reduktion
des Farbstoffhydrolysats und des teilreduzierten Hydrolysats zusammengefasst sind (XRB5)
Die Reaktionskonstanten fur das Hydrolysat mit Nebenverbindungen sowie das teilhydro-
lysierte Hydrolysat sind bei kleinen Konzentrationen nahezu identisch. Bei hohen Konzen-
trationen betragt die Reaktionskonstante des Abbaus des hydrolysierten Farbstoffes ein
Vielfaches der Gesamtreaktionskonstante. Daraus |asst sich schliel3en, dass der geschwin-
digkeits-limitierende Schritt bei der Reduktion und der mdglichen Entfarbung wesentlich von
der Reduktion der Nebenverbindungen und des teilreduzierten Metaboliten RBS5-H-PB
abhangt. Die online durchgefihrten Messungen zeigen, dass der Abbau sequentiell verlauft.
Die Mechanismen, die dem jeweiligen Abbau zugrunde liegen, konnten bei unseren

127



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

Messungen nicht definitiv aufgeschlisselt werden. Aufgrund dessen wurden weitere
Untersuchungen bei kontinuierlichem Betrieb des Bioreaktors durchgefiihrt, die in Kapitel
6.1.3 (ab Seite 128) dargestellt sind.

Die in der Literatur beschriebenen Zeitkonstanten zur anaeroben Reduktion von Reactive
Black 5 decken sich mit den in dieser Arbeit gemessenen Werten. Bei einer dhnlichen
Konzentration von 100 g L™ Farbstoff bestimmten Supaka et al. fiir die Reduktion von RB5-H
ein Zeitkonstante von - 0,154 h™' [264]. Fir die Reduktion der teilreduzierten Form sank sie
auf - 0,083 h™". Die von Chen bestimmte Zeitkonstante von — 0,413 h™" fiir RB5-H deckt sich
gut mit der in dieser Arbeit gemessenen fur sehr hohe Konzentrationen (Tabelle 42 Nr. 7)
[265]. Auch hier sank die Zeitkonstante der teilreduzierten Form auf 0,0129 h™".

6.1.3 Monitoring und Korrelation von Einzelstoffkonzentrationen mit
Summenparametern bei kontinuierlichem Betrieb

Zur Uberwachung des Farbstoffe, seiner Nebenverbindungen und der Abbauprodukte wurde
die Online-MF-IP-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS-Analysenmethode bei kontinuierlichem Betrieb
des Entfarbeverfahrens eingesetzt. Die Abfolge der Messreihen mit der Online-
Analysenmethode waren:

Anaerob Aerob

1. Blank Blank

2. MRM-Messung MRM-Messung

3. Full Scan Messung Full Scan Messung

4.  Kontrollmessung mit  Standard-Losung Kontrollmessung mit Standard-Lésung
(Zusammensetzung STDL siehe Tabelle
15, Seite 41)

5.  Spuilschritt mit Acetonitril Spulschritt mit Acetonitril

Die Wiederholung einer Messreihe erfolgte je nach Versuchsdauer im zwei bis zwdlf
stiindigem Abstand.

Die Ergebnisse aus mehreren Messreihen mit wechselnden Raumbelastungen von 0,5 bis 4
mMMges.sL'd”" werden im Folgenden fir die Hauptinhaltsstoffe des untersuchten Abwassers
und relevante Nebenverbindungen sowie die Hauptmetabolite der anaeroben Behandlung
dargestellt. Die Angaben zu den gemessenen Einzelsubstanzen wurden halbquantitativ
ausgewertet und sind als relative oder absolute Intensitat in Bezug auf integrierte Peakflache
von Dioden-Array- oder MS/MS-Detektor angegeben. Durch das parallele Monitoring von
Einzelsubstanzen war es moglich, das Abbauverhalten im anaeroben und aeroben
Bioreaktor zu vergleichen. Die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit im anaeroben
und aeroben Bioreaktor sowie im Ablauf des Verfahrens erfolgt im Kapitel O (ab Seite 146).

6.1.3.1 Reactive Black 5 und Nebenfarbstoffe

Die Untersuchung zur Abbaukinetik des hydrolysierten Diazofarbstoffes Reactive Black 5
zeigten, dass die Reduktion der beiden Azobindung mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
ablaufen. Geschwindigkeitsbestimmend flur die Totalreduktion des Diazobarstoffes war dabei
die Reduktion der zweiten Azobindung, die am Abbau der Verbindung RB5-H —PB unter
Bildung von TAHNDSpp; beobachtet werden konnte. Um das Abbauverhalten des
Farbstoffes bei kontinuierlichem Betrieb zu beurteilen, wurde der anaerobe Bioreaktor mit
einer Raumbelastung Y von 0,5 — 1,5 mMMggs.qL'd™ Gber 16 Tage betrieben und mittels
Online-MF-IP-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS-Analysenmethode (iberwacht. Die Abbildung 73
(links) zeigt die Betriebsparameter des anaeroben Bioreaktors. Vom 16. bis zum 22. Tag
wurden anaerober und aerober Bioreaktor ohne Abwasserzugabe im Kreislauf betrieben.
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Die rechte Darstellung in Abbildung 73 zeigt das stoffspezifische Monitoring des
hydrolysierten Farbstoffes und seiner Reduktionsprodukte TAHNDSpp, sowie p-Bases, die in
diesem Fall quantitativ ausgewertet wurden. Am 14. Tag des kontinuierlichen Betriebes ist
ein Anstieg der Farbstoffkonzentration auf etwa 400 yM zu beobachten, mit der eine
Verdopplung der TAHNDSpp-Konzentration von 450 yM auf 1150 yM einhergeht. Im
gleichen Zeitraum sinkt p-base von 7500 pM auf 4000 puM und bleibt wahrend des

anschliellenden Kreislaufbetriebes bei etwa 5000 uM konstant.
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Abbildung 73: (links) Betriebsparameter des anaeroben-aeroben Bioreaktors (Y =
Raumbelastung, EtOH Co-Substratzugabe Ethanol mL.,); (rechts) Stoffspezifisches
quantitatives Monitoring des anaeroben Bioreaktors

Die Storung der Reduktion des Farbstoffes und das in Folge auftretende Ansteigen bzw.
Absinken sind eindeutig auf die Schwankungen des Redoxpotentials zurtickzufiihren, die
durch weitere Redoxpotentialstéorungen mit ahnlichem Einfluss am 16. Tag (N.-Sptlung) und
19. Tag bestatigt werden. Eine genauere Betrachtung der stoffspezifischen Ablaufe im
anaeroben Bioreaktor zwischen dem 13. und 19. Tag zeigen die halbquantitativen
Darstellungen in Abbildung 74 unter Einbeziehung des Reduktionsproduktes TAHNDSpp,.
Aus der linken Darstellung geht hervor, dass auf den Anstieg des Redoxpotentials von —140
mV auf +100 mV zuerst ein Anstieg der Konzentration des teilreduzierten Farbstoffes (RB5-H
—PB) erfolgt. Dazu zeitverzdgert ist, wie oben beschrieben, der hydrolysierte Farbstoff
nachweisbar, bis das Redoxpotential den Wert von —250 mV am 19. Tag unterschreitet.
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Abbildung 74: Stoffspezifisches halbquantitatives Monitoring des anaeroben Bioreaktors bei
einer Raumbelastung von 0,5 — 1,5 MMggs.4 L™ d™": (links) RB5-H und RB5-H —PB, (rechts) p-
Base (PB), TAHNDSDP1 und TAHNDSDp2

Bei der Betrachtung der Produkte der vollstdndigen Reduktion in der rechten Darstellung,
kann der Anstieg von TAHNDSpp, eindeutig auf das Absinken von TAHNDSpps am 14. Tag
zurtckgefiihrt werden. Der Anstieg der p-Base vom 13. bis 14. Tag korreliert mit dem
Anstieg von TAHNDSpp4, bei dessen Bildung aus RB5-H —PB p-Base abgespalten wird. Der
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anschlielRende Konzentrationsabfall steht auch im Zusammenhang mit dem Anstieg des
Redoxpotentials bis in den oxidativen Bereich von +100mV. Das kurzzeitige Absinken der p-
Base-Konzentration ist wahrscheinlich auf den biologischen Abbau p-Bases zurlickzuflihren,
der bei positivem Redoxpotential auch im anaeroben Bioreaktor eintritt. Bei den so
genannten Sequenced-Batch-Verfahren folgt auf die Phase der anaeroben Reduktion eine
Bellftung des Bioreaktors, durch das oxidative Abbauprozesse initiiert werden [132]-[133],
[264].

Korrelation mit Summenparametern

Aus dem stoffspezifischen Monitoring wird abgeleitet, dass die Héhe des Redoxpotential als
die bestimmende Prozessgrole zur anaeroben Entfarbung von Azofarbstoffen durch
Reduktion der Azobindung zu betrachten ist. In den bekannten Untersuchungen zum
Redoxpotential werden verschiedene Angaben zur erforderlichen Hohe gemacht, die
zwischen —200 und —670 mV variieren bzw. als ,Redox-Fenster® fir Redoxmediatoren
definiert sind (siehe Tabelle 10, Seite 30). Aus diesem Grund wurden die mit LC-DAD-
MS/MS gemessenen stoffspezifischen Detektionsintensitaten mit dem Redoxpotential aus
einer mehrwdchigen Versuchsreihe mit wechselnder Raumbelastung zwischen 0,8 — 1,6
MMggs.y L'd ™" korreliert.

Die linke Darstellung in Abbildung 75 zeigt die Korrelation von Redoxpotential und der
relativen Detektionsintensitat der untersuchten Farbstoffe mit Diazobindung. Unterhalb eines
Schwellenwertes von —250 mV Iasst sich kein im Abwasser enthaltener Diazofarbstoffe im
anaeroben Bioreaktor nachweisen, was auf die Reduktion mindestens einer Azobindung
hinweist. An dem Absinken der relativen Detektionsintensitat von RB5-H bereits unterhalb
von —-100 mV st abzulesen, dass die anaerobe Reduktion bereits oberhalb des
Schwellenwertes einsetzt. Die anderen dargestellten Diazofarbstoffe (RB5-HV, RB5-
H+DPBE, RB5-H+S0O,, Di-RB5-H) bestatigen diese Beobachtung. Das Farbstoffdimer Di-
RB5-H (m/z 733 [M-2H]?) ist durch die kovalente Bindung zweier Farbstoffmolekiile als
Verbindung mit Tetraazobindung zu betrachten. Es verhalt sich unter den gegebenen
reduktiven Bedingungen wie die anderen Diazofarbstoffe. Im Vergleich zu den anderen
strukturdhnlichen Farbstoffen haben die Farbstoffmolekiigréfle und die Anzahl der
Azobindungen keinen Einfluss auf den reduktiven Abbau.
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Abbildung 75: Korrelation von Redoxpotential und der relativen MS-Detektionsintensitat von
Einzelstoffen (Raumbelastung 0,8 — 1,6 mMggsy L™ d”) im anaeroben Bioreaktor. Links:
RB5-Hydrolysiert und Nebenfarbstoffe (Diazofarbstoffe), rechts: Hydrolysat- (H) und
Vinylform (V) der Monoazofarbstoffe Reactive Orange 16 (RO16) und Reactive Orange 107
(RO107)

Im Vergleich hierzu sind in der rechten Abbildung die Korrelationen der relativen Intensitaten
von zwei anderen Reaktivfarbstoffen mit dem Redoxpotential dargestellt (Strukturformeln
siehe Abbildung 6, Seite 40). Die beiden Farbstoffe sind Monoazofarbstoffe und wurden in
der Versuchsreihe ab dem 15. Betriebstag in geringen Mengen mit zugeflhrt (zur
Darstellung von Summenparametern dieser Versuchsreihe siehe Abbildung 79). Mit
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Ausnahme der Vinylform von Reactive Orange 107 korrelieren die Farbstoffe wie Reactive
Black 5 mit dem Redoxpotential. Der Schwellenwert von —250 mV, unterhalb dessen die
Monoazofarbstoffe aufgrund der vollstdndigen Reduktion nicht mehr nachweisbar waren,
deckt sich mit dem fur Reactive Black 5 gemessenen Wert fur die Reduktion einer
Azobindung

Weniger eindeutig korrelieren das Redoxpotential und die relativen Detektionsintensitaten
der Monoazofarbstoffbeimischungen RB-OH und RB-NH, aus dem Modellabwasser sowie
der teilreduzierte Diazofarbstoff (RB5-H —PB), die links in Abbildung 76 dargestellt sind. Der
Farbstoff RB-NH, verhalt sich wie die bereits beschriebenen Diazofarbstoffe und
Monoazofarbstoffe. Das Isomer RB-OH tendiert zu einer lber den gesamten Redoxbereich
verteilten Intensitdt. Im Vergleich zu RB-NH, ist RB-OH damit sehr viel schlechter
reduzierbar. Die Position der Azobindung in ortho-Stellung zur Hydroxygruppe erfordert
demnach ein niedrigeres Redoxpotential zur Reduktion als das Isomer mit ortho-standiger
Aminogruppe.

Bei dem Teilreduktionsprodukt RB5-H —PB handelt es sich um ein Isomerengemisch mit
ortho-Hydroxy- und Aminoazobindung, bei dem der Anteil mit ortho-Aminoazobindung
Uberwiegt. Die Korrelation mit dem Redoxpotential in Abbildung 76 zeigt, es zwei
Schwellenwerte gibt, die etwa bei —250 mV und -400 mV liegen. Demnach erfolgt die
Reduktion einer der Azobindungen bei einem sehr viel niedrigeren Wert.

Die im Vergleich zu RB5-H — PB oxidierte Form des teilreduzierten Farbstoffes Reactive
Black mit der Bezeichnung RB5-H —-PB-2H wurde mit zwei Isomeren (a und b)
nachgewiesen. Dem in Abbildung 64 (siehe Seite 119) diskutierten Fragmentierungsmuster
von RB5-H —PB-2Ha konnte die intakte ortho-Aminoazobindung zugeordnet werden. Aus der
rechten Darstellung in Abbildung 76 ist abzulesen, dass die beiden Verbindungen in Bezug
auf das Redoxpotential negativ zueinander korreliert sind. Die Intensitat der
chromatographisch spater eluierende Verbindung RB5-H -PB-2Hb sinkt mit dem
Redoxpotential und erreicht wie RB5-H -PB den Schwellenwert von etwa —400 mV, bei dem
die Intensitat das Minimum erreicht. Die Intensitat sinkt hier nicht auf null, sondern verweilt
bei einem Sockelwert von etwa 20%. RB5-H-PB-2Ha verhalt sich umgekehrt und erreicht
unterhalb von =350 mV die héchsten Intensitaten. Es hat eine etwa 10fach héhere Intensitat
als RB5-H -PB-2Hb.
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Abbildung 76: Korrelation von Redoxpotential und der relativen MS-Detektionsintensitat von
Einzelstoffen (Raumbelastung 0,8 — 1,6 mMMggsy L’ d'1) im anaeroben Bioreaktor. Links:
Nebenfarbstoffe und teilreduzierte Farbstoffe (Monoazofarbstoffe); rechts: teilreduzierte
Farbstoffe (Monoazofarbstoffe)

Aus der zeitlichen Entwicklungen der Intensitaten von RB5-H -PB-2Ha und RB5-H -PB
(Isomerengemisch des ortho-Hydroxy- und ortho-Aminoazobindung) lasst sich ableiten, dass
RB5-H —PB mdglicherweise ein Folgeprodukt von RB5-H -PB-2Ha ist, da es zeitlich vor RB5-
H -PB gebildet wurde (siehe Abbildung 77 links). Durch Schwankungen im Redoxpotential
setzte unterhalb des oberen Schwellenwertes die Reduktion von RB5-H —PB-2H zu RB5-H —
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PB ein, dessen Intensitat in Bezug auf das Redoxpotential negativ zu RB5-H —PB korreliert
war.

In Abbildung 77 ist ein mdglicher Mechanismus zur Bildung von RB5-H -PB durch Reduktion
von RB5-H —PB-2H dargestellt. Die Bildung von RB5-H —PB-2H aus hydrolysiertem Reactive
Black 5 kann durch die Ubertragung eines Wasserstoffaquivalents auf den Azofarbstoff unter
Bildung einer Hydrazoverbindung erfolgen [102], [113]. Durch eine Disproportio-
nierungsreaktion wirde Reactive Black 5 anschlieRend in p-Base und RB5-H —PB-2H
gespalten werden. Darauf folgt bei weiterem Absinken des Redoxpotentials die Reduktion
von RB5-H -PB-2H zu RB5-H —PB. Bedingt durch elektronenliefernde Substituenden wie
Hydroxy- und Aminogruppen in ortho- oder para-Stellung zur Azobindung, lauft die Dispro-
portionierungsreaktion der instabilen Hydrazinform relativ zlgig ab [102]. Bei stabilen
Hydarzinformen ware unter oxidativen Bedingungen eine Rulckbildung der Azobindung zu
beobachten, die zu einer nachweisbaren Riickverfarbung fihren musste.
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Abbildung 77: Links - Stoffspezifisches Monitoring von RB5-H —PB-2Ha/b und RB5-H —PB im
anaeroben Bioreaktor bei einer Raumbelastung von 0,5 — 1,5 mMggs.4 L' d": Rechts — [*]
mdglicher Reduktionsmechanismus mit zwei-Elektronentbertragung nach [102], [113] und
anschlielRend stattfindende Reduktion von RB5-H —PB-2Ha zu RB5-H —PB

Die Korrelation in Abbildung 76 (rechts) zeigt, dass beim Diazofarbstoff Reactive Black 5 zur
vollstdndigen Reduktion der zweiten Azobindung ein deutlich niedrigeres Redoxpotential
erforderlich ist als zur Reduktion der ersten Azobindung. Aus dem Vergleich der Reduktion
der Isomere RB-OH und RB-NH, lasst sich ableiten, dass die Reduktion der ortho-
Aminoazobindung unter gleichen Bedingungen bevorzugt ablauft. Im Vergleich hierzu laufen
die Reduktionen der teilhydrolysierten Verbindungen sowie der Monoazofarbstoffe Reactive
Orange 16 und 107 unter gleichen Bedingungen ab. Beide Formen des Farbstoffes Reactive
Orange 16 mit ortho-Hydroxyazobindung korrelieren analog zu der Reduktion des
Diazofarbstoffes Reactive Black 5 zum teilreduzierten RB5-H -PB mit dem Redoxpotential.

Es ist davon auszugehen, das es bei der Behandlung von Farbstoffkonzentraten, die den
Modelldiazofarbstoff Reactive Black 5 enthalten, zu einer sequentiellen Reduktion der beiden
Azobindungen kommt, die redoxpotentialabhangig ist. Die kinetischen Untersuchungen mit
groBen Stossbelastungen bestatigten diese Beobachtung. Hingegen wurden bei geringen
Stossbelastungen keine bevorzugte Reduktion einer Azobindung registriert.

Ob in der ersten Reduktionsstufe mit dem Schwellenwert von —250 mV bevorzugt die
Reduktion der ortho-Aminoazo- oder ortho-Hydroxyazobindung einstellt, l1asst sich nur
bedingt bestimmen. Unter Bericksichtigung der relativen Intensitaten, die aus den Peak-
flachen der MRM-Signale ermittelt wurden, liegt die Konzentration des Isomerengemisches
RB5-H — PB um das 10fache hoéher als RB5-H — PB-2Ha. Die massenspektrometrische
Charakterisierung von RB5-H —PB ergab, dass sich die gemessene Verbindung zum
Uberwiegenden Teil aus dem Isomer mit ortho-Hydroxyazobindung zusammensetzte.
Demnach bevorzugt die erste Reduktionsstufe die ortho-Aminoazobindung. Der in Abbildung
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77 vorgeschlagene Mechanismus koénnte den Anteil an ortho-Aminoazobindung im
Isomerengemisch RB5-H —-PB erklaren, der sich aus der Reduktion der ortho-
Aminoazobindung von Reactive Black 5 ergibt, die weniger bevorzugt parallel ablauft.

Die bei dem oberhalb des Schwellenwertes von — 250 mV stattgefundene Reduktion des
Monofarbstoffes Reactive Orange 16 mit ortho-Hydroxyazobindung deutet darauf hin, dass
diese Azobindung nicht notwendigerweise reduktionsstabiler ist. Dabei ist auch zu berick-
sichtigen, dass der Farbstoff etwa um den Faktor 100 unterhalb der Konzentration vom
hydrolysierten Reactive Black 5 lag. Einen Aufschluss Uber die Stabilitat konnte mit der
Reduktion eines auf Reactive Orange 16 basierten Azofarbstoffes mit ortho-Amino-
azobindung erbringen.

Eine Darstellung der modglichen Mechanismen, unter denen die Reduktion der ortho-
Aminoazo- und ortho-Hydroxyazobindung ablauft, wird in Kapitel 6.1.4.1 (Seite 143)
diskutiert.

6.1.3.2 Abbauprodukte der anaeroben Reduktion

Aus den Ergebnissen friherer Arbeiten ist bekannt, dass p-Base als Reduktionsprodukt der
anaeroben Behandlung von vinylsulfonbasierten Reaktivfarbstoffen unter aeroben
Bedingungen in der Regel gut abzubauen ist [11], [15], [126], [127]. Das zweite
Reaktionsprodukt, TAHNDSpp,, das aus der vollstandigen Reduktion des hydrolysierten
Farbstoff Reactive Black 5 und anschlieBender Hydrolyse gebildet wird, konnte im
Kolbenversuch mit Belebtschlamm innerhalb von 25 Tagen abgebaut werden [201]. Beim
Abbau wurde ein weiteres farbiges Zwischenprodukt nachgewiesen, wobei sich am Ende
des Versuches ein UV-absorbierendes Endprodukt bildete, dessen Abbaubarkeit nicht weiter
dokumentiert wurde. In anderen Untersuchungen zur anaerob-aeroben Entfarbung von
Reaktivfarbstoffen mit kontinuierlich arbeitenden Bioreaktoren wird TAHNDSpp, als schwer
bzw. nicht biologisch abbaubar eingestuft [14], [15]. Untersuchungen U(ber die
Nachweisbarkeit dieser Verbindung im Ablauf von kommunalen oder industriellen
Klaranlagen, in die Textilfarbereien Abwasser einleiten, sind nicht bekannt.

Monitoring von Einzelsubstanzen und Korrelation mit Summenparametern

In der vorliegenden Arbeit konnte die gute Abbaubarkeit der p-Base bestatigt werden. Die
linke Darstellung in Abbildung 78 dokumentiert den Konzentrationsverlauf von p-Base in den
Stufen des Bioreaktors bei einer Versuchsreihe mit einer Raumbelastung von 0,8 — 1,6
MMges.n L' d™'. Der Verlauf der p-Base in der anaeroben Stufe zeigt eine leicht abnehmende
Tendenz, die ab dem 12. Betriebstag einsetzte. Dieses war auf einen sukzessiven Anstieg
des Redoxpotentials und die damit einhergehende Reduktion zuriickzuflihnren (siehe
Abbildung 79, links). Der Abbau der p-Base im aeroben Bioreaktor vollzog sich nach einer
Anpassungsphase, die etwa vier Tage dauerte. Nach zwei bis drei weiteren Tagen war p-
Base im aeroben Bioreaktor nicht mehr nachzuweisen. Im Ablauf des aeroben Bioreaktors ist
der vollstandige Abbau nach drei weiteren Tagen zu sehen, was auf einen moglichen
Puffereffekt des Permeatsammelbehalters B400 in Abbildung 47 (Seite 100) zurlckzufihren
ist.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der quantitative Verlauf der p-Base im anaeroben und
aeroben Bioreaktor bestimmt (rechte Abbildung). Hierbei konnte in den ersten vier Tagen
des kontinuierlichen Betriebes p-Base im aeroben Bioreaktor nachgewiesen werden. Dieser
Effekt wurde beim aeroben Bioreaktor mehrfach beobachtet, wenn auf eine Phase des
Kreislaufbetriebes ohne Zulauf aus dem anaeroben Bioreaktor die Wiederaufnahme des
kontinuierlichen Betriebes folgte.

Das Abbauverhalten der Ausgangsverbindung TAHNDSpp, flr die moglichen Autooxidations-
und Hydrolyseprodukte TAHNDSpp,4 wird hier nicht weiter diskutiert. lhr Nachweis ist im
anaeroben Bioreaktor nur bei einem entsprechenden Redoxpotential und mit Online-Analytik
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moglich. Bei der Korrelation von relativer Detektionsintensitat und Redoxpotential zeigte sich
eine Bestatigung flir den Schwellenwert von — 200 bis -250 mV, unterhalb dessen die
vollstdndige Reduktion von Reactive Black zu TAHNDSpp; beobachtet wurde (siehe
Abbildung 80 links). Im oxidativen Bereich war TAHNDSpp¢ nicht mehr nachzuweisen.
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Abbildung 78: Stoffspezifisches halbquantitatives Monitoring des anaeroben Bioreaktors:
(links) Offline bestimmte Peakflache p-Base bei einer Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMggs.4
L™ d™; (rechts) Online bestimmter Konzentrationsverlauf von p-Base (PB) bei einer Raumbe-
lastung von 0,5 — 1,5 mMggs.4 L' d"im anaeroben (AN) und aeroben (AE) Bioreaktor

Der relative Konzentrationsverlauf des ersten Folgeproduktes TAHNDSpp; ist in Abbildung
79 (rechts) fur die beiden Bioreaktoren und den Ablauf in einer Versuchsreihe mit einer
Raumbelastung von 0,38 — 1,78 mMgrgs.n L'd™" dargestellt. Nach einer Betriebsdauer von 12
Tagen trat im anaeroben Bioreaktor ein deutlicher Konzentrationssprung auf, der in Folge
auch im aeroben Bioreaktor und zeitversetzt im Ablauf nachzuweisen war. Durch das
Verhéaltnis der detektierten Peakflachen im anaeroben und aeroben Bioreaktor ist eine
Abbaubarkeit von TAHNDSpe, nachvollziehbar, wobei die mdogliche Bildung von
Folgeprodukten zu berutcksichtigen ist.
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Abbildung 79: Stoffspezifisches Monitoring des anaeroben und aeroben Bioreaktors bei einer
Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMMggs.H L' d”' sowie des Ablaufes (offline): (links) Summen-
parameter; (rechts) Verlauf der relativen Intensitdt von TAHNDSpp, im anaeroben und
aeroben Bioreaktor sowie im Ablauf (DAD Messung)

Die relative Konzentration von TAHNDSpp, korreliert im anaeroben Bioreaktor positiv mit
dem Redoxpotential, d.h sie steigt mit dem Redoxpotential. Bei der Betrachtung der
Korrelation (siehe Abbildung 80 links) ist zu berlcksichtigen, dass es das Folgeprodukt der
Hydrolyse von TAHNDSpp, ist. Folgt auf eine Phase mit niedrigem Redoxpotential eine mit
hohem Redoxpotential, dann findet unter Hydrolyse die Umwandlung von TAHNDSpp, in
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TAHNDSpp, statt, die irreversibel ist. Neben dem Bereich des Schwellenwertes von —250 mV
ist eine Clusterbildung zu beobachten, die auf darauf hindeutet, dass TAHNDSpp, bei
kontinuierlichem Zulauf von Farbstoff in diesem Bereich eine konstante Konzentration
erreicht.

Im aeroben Bioreaktor sank mit dem Redoxpotential die relative Intensitat (rechte
Darstellung), die aber immer einen Restwert von 10% behielt. Die Korrelation der relativen
Intensitat mit dem Sauerstoffgehalt des aeroben Bioreaktors ist in Abbildung 81 dargestellt.
Sie zeigt, dass die niedrigsten Werte bei einer Sauerstoffkonzentration von 10-11 g L™
nachgewiesen werden konnten. Die Uberprifung der Korrelation von Redoxpotential und
Sauerstoffkonzentration ergab keinen Zusammenhang. Eine hohe Sauerstoffsattigung sowie
ein Redoxpotential von >100 mV scheint den Abbau von TAHNDSpp, zu begiinstigen. Das
Monitoring der beiden weiteren potentiellen Folgeprodukte durch Hydrolyse der Imingruppen
sollte zeigen, ob diese mit dem Abbau von TAHNDSpp, im Zusammenhang stehen.
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Abbildung 80: Korrelation von Redoxpotential und der relativen MS-Detektionsintensitat von
TAHNDSpp14: (links) Raumbelastung 0,38 — 1,78 mMggs.4 L™ d”' im anaeroben Bioreaktor;
(rechts) Raumbelastung 0,8 — 1,6 mMMggs.s L™ d™" im aeroben Bioreaktor

Beim direkten Vergleich des Verlaufs von TAHNDSpp; (Abbildung 81 rechts) und
TAHNDSpp, (Abbildung 79 rechts) zeigten beide Verbindungen im anaeroben Bioreaktor
einen ahnlichen Verlauf. Im aeroben Reaktor war nach dem Absinken der Intensitat im
anaeroben Bioreaktor (10.-11. Tag) eine Zunahme der Intensitat bis zum 21. Tag zu
beobachten, die am 25. Tag wieder auf das Ausgangsniveau absank. Eine vollig Abnahme
der Intensitdt war an keiner der drei Messstellen zu beobachten. Die Korrelation der
Konzentration mit dem Redoxpotential im anaeroben Bioreaktor (Abbildung 80 links) zeigt
bei TAHNDSpp; ahnlich wie bei TAHNDSpp1 eine Zunahme der Konzentration unterhalb des
Schwellenwertes. Daher muss TAHNDSpp; nicht notwendigerweise ein Folgeprodukt der
Hydrolyse von TAHNDSpp, im anaeroben Bioreaktor sein, sondern konnte wie TAHNDSpp+
ein Folgeprodukt einer Azoreduktion darstellen. Im Vergleich zu TAHNDSpp, ist es stabiler
und lasst sich auch bei héheren Redoxpotentialen nachweisen, wie die Darstellung der
Korrelation von Redoxpotential und Intensitat in Abbildung 81 (rechts) des aeroben
Bioreaktors belegt. Hier verhielt sich die Intensitat von TAHNDSpp; oberhalb von 100 mV
proportional zum Redoxpotential, wohingegen TAHNDSpp, mit steigendem Redoxpotential
abnahm.

Der Vergleich der Peakflachen wahrend der Versuchsreihe zeigt, dass TAHNDSpp; im
aeroben Bioreaktor ab dem 11. Tag zunahm, am 21. Tag ein Maximum erreichte und wieder
auf das Niveau des 11. Tages abfiel. Analog sank im aeroben Bioreaktor die Intensitat von
TAHNDSpp, zwischen dem 11. und 21. Tag. Die Annahme, dass TAHNDSpe, als
Folgeprodukt der weiteren Hydrolyse TAHNDSpp; bildet, wird gestitzt durch das Verhalten
beider Verbindungen im aeroben Reaktor und durch die entgegengesetzte Korrelation mit
dem Redoxpotential. Einen weiteren Hinweis liefert die Betrachtung der Korrelation mit dem
Sauerstoffgehalt in Abbildung 81 (links). Hier bilden sich zwischen 9-10 mgo, L' zwei
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gegenuberliegende Cluster mit TAHNDSpp, und TAHNDSpp; aus (siehe Markierungen), die
sich zwischen 10-11 mgo; L' umkehren. Der zweite Cluster ist bedingt durch die Anzahl der
Datenpunkte weniger stark ausgebildet. Vor diesem Hintergrund ist die tendenzielle
Abnahme von TAHNDSpp; im anaeroben Bioreaktor bei steigendem Redoxpotential im
negativen Bereich anderen Effekten zu zuordnen.
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Abbildung 81: (links) Korrelation des Sauerstoffgehalt mit der relativen MS-
Detektionsintensitat von TAHNDSppro4 im aeroben Bioreaktor; (rechts) Stoffspezifisches
Monitoring von TAHNDSpp; im anaeroben und aeroben Bioreaktor bei einer Raumbelastung
von 0,8 — 1,6 mMMggs.n L' d™' sowie des Ablaufes (offline)Abbildung 82 beschreibt die Verlaufe
der Intensitdt von TAHNDSpr, im anaeroben und aeroben Bioreaktor sowie dem Ablauf,
wobei im aeroben Bioreaktor die hdochsten Intensitaten nachgewiesen werden konnten. Aus
dem Verhaltnis der Konzentration im aeroben Bioreaktor zu der im Ablauf errechnet sich fir
die eingesetzte Ultrafiltrationsmembran eine mittlere Rickhaltung von 80 % fir TAHNDSpp;.
Demnach ist die Ursache flir die erhohte Konzentration im aeroben Bioreaktor auf die
membranverursachte Akkumulierung von TAHNDSpp,4 zurlickzuflihren.

Aus mechanistischer Sicht Iasst sich dieser Anstieg nicht aus der zu erwartenden Hydrolyse

von beispielsweise TAHNDSpp; ableiten. Aus der Verteilung der hoéchsten Intensitaten von

TAHNDSpp,4 in der Korrelation mit dem Redoxpotential in Abbildung 80 (links) geht hervor,

dass es im anaeroben Bioreaktor unterhalb von -300 mV mit erhdhter Intensitat

nachzuweisen war. Ein mdglicher Bildungsmechanismus in Analogie zu TAHNDSpp, schliefdt
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% 8,0E+06 als auch dem Sauerstoffgehalt im

6,0E+06 - aeroben Bioreaktor ergab keinen

: signifikanten Zusammenhang (siehe

4,0E+06 Abbildung 80 und Abbildung 81). Der

2,0E+06 — Bildungsmechanismus von TAHNDSpp,

kann daher nicht genau aufgezeigt
werden.
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Abbildung 82: Stoffspezifisches Monitoring von TAHNDSpp, im anaeroben und aeroben
Bioreaktor bei einer Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMggs.4 L d" sowie des Ablaufes (offline)

6.1.3.3 Nicht farbige Farbstoffnebenkomponenten

Fir die Synthesenebenprodukte der p-Base, die im Abwasser nachgewiesen wurden, sind
bislang keine Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit bekannt. Durch die
Strukturunterschiede der p-Base-Derivate lassen sich Rlckschlisse auf die
Vorraussetzungen fir eine aerobe Abbaubarkeit machen.
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N-Acetyl-p-Base (NAPB) erwies sich im Vergleich zu p-Base als noch schneller abbaubar
(siehe Abbildung 83 links), wobei die Zulaufkonzentration zum aeroben Bioreaktor maximal
250 puM betrug (im Vergleich p-Base 7000 uM). Der in Abbildung 74 (siehe Seite 129)
dokumentierte Effekt des oxidativen Abbaus von p-Base im anaeroben Bioreaktor, der aus
den Anstieg des Redoxpotentials in den positiven Bereich resultierte, war auch fiir N-Acetyl-
p-Base nachweisbar. Mit dem Abfallen des Redoxpotentials in den negativen Bereich ab
dem 17. Tag stieg die Konzentration von N-Acetyl-p-Base wieder auf eine Konzentration von
50 uM an.

Die Korrelation verschiedener p-Base-Derivate mit dem Redoxpotential ist in Abbildung 84
dargestellt. Hier ergibt sich wie im anaeroben Bioreaktor eine Schwellenwert, oberhalb
dessen die untersuchten Verbindungen nicht oder nur mit geringer Intensitat nachzuweisen
waren. Dieser Wert liegt bei +100 mV und wurde auch bei TAHNDSpp; als ein Schwellenwert
beobachtet, oberhalb dessen die Intensitdit im aeroben Bioreaktor sank (Vergleiche
Abbildung 80, Seite 135). Zwei der beobachteten Verbindungen sind am aromatischen Ring
mit einer Sulfonsduregruppe substituiert (Sulfanilsdure, p-Base-Sulfonsdure — PBSA),
wodurch belegt wird, dass ein Abbau sulfonierter aromatischer Verbindungen mit einer
Belebtschlamm-Mischkultur moéglich war. Die Korrelation mit dem Sauerstoffgehalt zeigt wie
bei den TAHNDS-Verbindungen einen ,Cluster-Bereich“ bei 9 —10 mgo, L auf, unterhalb
und oberhalb dessen keine der Verbindungen mit héheren Intensitaten nachweisbar war.

Eine der sulfonierten Verbindungen ist Amino-(2-hydroxy-ethansulfonyl)-benzenesulfonsaure
(p-Base-Sulfonsdure — PBSA). Das stoffspezifische Monitoring dieser Verbindung belegt,
dass p-Base-Sulfonsdure wie p-Base und N-Acetyl-p-Base nach einer kurzen
Adaptionsphase im aeroben Bioreaktor nicht mehr nachzuweisen war (siehe Abbildung 83
rechts).
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Abbildung 83: Online bestimmter Konzentrationsverlauf bei einer Raumbelastung von 0,5 —
1,5 mMMges. L d” im anaeroben (AN) und aeroben (AE) Bioreaktor: (links) absoluter Konzen-
trationsverlauf von N-Acetyl-p-Base (NAPB); (rechts) Relativer Konzentrationsverlauf von p-
Base-sulfonsaure (PBSA)

Im Vergleich zu p-Base-Sulfonsaure ist die Sulfonsduregruppe bei 2-(4-Amino-benzen-
sulfonyl)-ethansulfonsdure (ABSESA, siehe Abbildung 85) am Alkylrest substituiert. Die
Position der Sulfonsauregruppe war beim Abbau dieser Verbindung nicht entscheidend, wie
der Verlauf der relativen Intensitat im aeroben Bioreaktor belegt. ABSESA wurde insgesamt
im Vergleich zu den anderen sulfonierten p-Base-Derivaten etwas langsamer abgebaut.
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Abbildung 84: Korrelation der relativen MS-Detektionsintensitat von Sulfanilsdure, p-Base,
Di-p-Base-Amin (DPBA) und p-Base-Sulfonsaure (PBSA) im aeroben Bioreaktor mit (links)
dem Redoxpotential und (rechts) dem Sauerstoffgehalt

Die Verbindung 2-[2-(4-Amino-benzensulfonyl)-ethoxy]-ethansulfonsaure (ABSEESA), bei
der die Sulfonsauregruppe am verlangerten Alkylrest lokalisiert ist, reichert sich wie
TAHNDSpp4 durch Retention an der Ultrafiltrationsmembran im aeroben Bioreaktor an (siehe
Abbildung 85, rechts). Ab dem 16. Betriebstag war eine abnehmende Tendenz der relativen
Konzentration zu beobachten, die auf eine langsame Adaption der aeroben Mischkultur
hindeutet. Der Abbau von ABSEESA konnte nicht hachgewiesen werden. Im Vergleich zu
ABSESA hat die Alkylkettenlange durch die Etherbindung einen hemmenden Einfluss auf die
Abbaubarkeit. Der Verlauf der relativen Intensitat im anaeroben Bioreaktor zeigt flir beide
Verbindungen eine abnehmende Tendenz, die bei ABSESA auf die geringere Freisetzung
durch unvollstandige Reduktion und bei ABSEESA auf einen Verdinnungseffekt durch eine
geringer Zulaufkonzentration zurickzufihren war. Bei ABSEESA stellte sich nach der
Anfahrphase eine relativ konstante Konzentration ein, die unabhangig vom steigenden
Redoxpotential ab dem 12. Betriebstag war.
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Abbildung 85: Stoffspezifisches Monitoring im anaeroben und aeroben Bioreaktor bei einer

Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMggs.s L™ d” sowie des Ablaufes (offline) (links) ABSESA
(rechts) ABSEESA
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Abbildung 86: Korrelation der relativen MS-Detektionsintensitat von Sulfanilsdure, p-Base,
Di-p-Base-Amin (DPBA) und p-Base-Sulfonsaure (PBSA) im aeroben Bioreaktor mit (links)
dem Redoxpotential und (rechts) dem Sauerstoffgehalt

Die Korrelation von ABSESA mit dem Redoxpotential im aeroben Bioreaktor in Abbildung 86
(links) deckt sich nicht mit der bei abbaubaren p-Base-Derivaten beobachteten typischen
Verteilung. Die Messpunkte sind Uber den gesamten Redoxpotentialbereich relativ gleich
verteilt, so dass keine Schwellenwert abgeleitet werden kann. Auch bei der Korrelation
gegen den Sauerstoffgehalt ist keine signifikanten Verteilung zu erkennen. Der
Abbaumechanismus wird folglich nicht von einem der beiden Summenparameter wesentlich
beeinflusst, wie es bei p-Base-Sulfonsaure zu beobachten war.
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Abbildung 87: Stoffspezifisches Monitoring von DPBA im anaeroben und aeroben Bioreaktor
bei einer Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMMggs.+ L' d" sowie des Ablaufes (offline)

Auch ABSEESA zeigt in Bezug auf die Sauerstoffkonzentration keine auffallige Verteilung
der Intensititswerte. Insgesamt sind sie bei Sauerstoffgehalten von iiber 10 mgo, L héher
als bei niedrigeren Werten.

Der Abbau von Di-p-Base-Amin (DPBA) entwickelte sich im aeroben Bioreaktor mit einer
Adaptionszeit von ca. 3 Tagen vergleichbar mit dem der Mono-p-Base-Derivate (siehe
Abbildung 87), was durch die bereits beschrieben Korrelation mit dem Redoxpotential und
Sauerstoffgehalt gut abbaubarer p-Base-Derivate bestatigt wurde. Im anaeroben Reaktor ist
am 11. Betriebstag eine Verdopplung der DPBA-Konzentration zu beobachten, die auf einen
Wechsel der Abwassercharge zuriickzufihren ist.

Durch die Verwendung von Stellmitteln im Farbstoff konnten sulfonierte Naphthalin-
verbindungen im Hydrolysat nachgewiesen werden. Bei der Abwasserbehandlung wurden
sie mit den hydrolysierten Farbstoffen den Bioreaktoren zugefuhrt. Diese vielfach im Ablauf
von Klaranlagen nachgewiesen Substanzen gelten je nach Isomer als schwer abbaubar
[214]. Neben der Mono-Naphthalinsulfonsdure (NSA) wurden mehrere Isomere der
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Naphthalindisulfonsaure (NDSA) nachgewiesen, wobei bei keiner dieser Verbindung eine
genaueren Analyse zur Bestimmung Stellung der Sulfonsauregruppen durchgefiihrt wurde.

In Abbildung 88 ist der Verlauf der intensivsten Isomere von Mono-Naphthalinsulfonsaure
und Naphthalindisulfonsaure in den Stufen des Behandlungsverfahrens dargestellt. Die linke
Darstellung zeigt die Entwicklung der Mono-Naphthalinsulfonsaure im anaeroben Bioreaktor.
Die lineare Zunahme ergibt sich aus der kontinuierlichen Zugabe des Abwassers in den
anaeroben Bioreaktor. Im aeroben Reaktor ist Mono-Naphthalinsulfonsaure in den ersten
zehn Tagen nur partiell in geringen Konzentration nachweisbar, woraus sich eine gute
Abbaubarkeit unter oxidativen Bedingungen ableiten I&sst, die auch in anderen
Untersuchungen von Naphthalinsulfonsaure-lsomeren in  kommunalen Klaranlagen
beobachtet wurden [257]. Nach dem 17. Betriebstag sinkt ihr Gehalt im Ablauf auf null.
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Abbildung 88: Stoffspezifisches Monitoring im anaeroben und aeroben Bioreaktor bei einer
Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMggsn L™ d” sowie des Ablaufes (offline) (links) von Mono-
Naphthalinsulfonsaure (NSA); (rechts) von Naphthalindisulfonsaure (NDSA)

Die Ursache flr die verzégerte Nachweisbarkeit einzelner Verbindungen im Ablauf, die im
aeroben Bioreaktor nicht mehr nachzuweisen sind, ist nicht genau aufgeklart und wird auf
den Puffereffekt des Behalters B400 zurtickgefihrt.

In der Korrelation mit dem Redoxpotential ist eine leichte Tendenz zu hdheren Intensitaten
bei hoheren Redoxpotentialen im aeroben Bioreaktor zu erkennen (Abbildung 89 links). Sie
wird erganzt durch die positive Korrelation der Intensitdten zum Sauerstoffgehalt in der
rechten Darstellung in Abbildung 89. Die Betriebsparameter der oxidativen Stufe, unter
denen eine optimaler Abbau der Mono-Naphthalinsulfonsdure beobachtet wurde, decken
sich mit denen fiir gut abbaubare p-Base-Derivate.

Die rechte Darstellung in Abbildung 88 zeigt, dass die Substitution mit einer zweiten
Sulfonsauregruppe die Nichtabbaubarkeit dieser Naphthalindisulfonsaure bewirkte. In allen
drei untersuchten Messstellen war bis zum 15. Betriebstag ein kontinuierlicher Anstieg der
detektierten Intensitat zu verzeichnen, der im anaeroben Bioreaktor nachfolgend etwas
abflachte. Es wird angenommen, dass sich im anaeroben Bioreaktor die Zulaufkonzentration
der Naphthalindisulfonsdure eingestellt hatte. Die Entwicklung der Intensitat im aeroben
Bioreaktor und die Korrelation mit dem Redoxpotential belegen, dass die Naphthalin-
disulfonsaure nicht abgebaut wurde. Wie die Mono-Naphthalinsulfonsaure gibt es eine
positive Korrelation mit dem Sauerstoffgehalt, die aber in Zusammenhang mit den anderen
Beobachtungen keinen positiven Schluss bezuglich einer Abbaubarkeit zulasst.
Untersuchungen an Naphthalindisulfonsaure-lsomeren (NDSA) zeigten, dass die 1,5-NDSA
und 2,7-NDSA Stellungsisomere eine mittlere Elimination von 9 bzw. 31 % aufwiesen [257].

Da die Bestimmung der Position der Sulfonsauregruppen nicht durchgefiihrt werden konnte,
ist eine verallgemeinernde Ableitung der Abbaubarkeit von Naphthalinmono- und
disulfonsauren nicht mdglich. Untersuchungen von Stiber zeigte, dass bevorzugt die 1,6-
und 2,6-Naphthalinsulfonsauren in aeroben Behandlungsstufen abgebaut werden [257].
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Abbildung 89: Korrelation der relativen MS-Detektionsintensitat von Mono-Naphthalinsulfon-
saure (NSA) und Naphthalindisulfonsdure (NDSA) im aeroben Bioreaktor mit dem
Redoxpotential (links) und dem Sauerstoffgehalt (rechts)

6.1.3.4 Unbekannte Verbindungen

Die beiden unbekannten Verbindungen UNK371 und UNK373 wurden in Kapitel 6.1.1.5
(Seite 124) als mogliche Reduktionsprodukte des auf 4,5-Dihydroxy-naphthalin-2,7-
disulfonsaure basierten Diazofarbstoffes diskutiert. Dem liegt die Annahme zu Grunde, dass
es unter bestimmten Bedingungen im anaeroben Bioreaktor zu einer Spaltung der C-N-
Bindung an der Azogruppe in ortho-Position zur Hydroxygruppe kommen kann. Als
Reaktionsprodukt entstdnden a-Diazoketone, die im weiteren unter Wolff-Umlagerung die
Diazogruppe als N, abgeben koénnten oder durch Protonierung zu den reaktiven
Diazoniumkomponenten reagieren.

Stoffspezifisches Monitoring und Korrelation mit Summenparametern

Das stoffspezifische Monitoring der Verbindungen UNK371 und UNK373 ist fur eine
Versuchsreihe in Abbildung 90 dargestellt. Die Intensitdten im anaeroben Bioreaktor
Uberstiegen die im aeroben Bioreaktor gemessenen jeweils um den Faktor 10 - 30. Auffallig
ist beim Monitoring von UNK371 und UNK373, dass ihre Intensitdten mit Anstieg des
Redoxpotentials zunahmen. Im aeroben war UNK371 nur partiell nachweisbar, wobei die
gemessenen Intensitaten im Bereich der Nachweisgrenze lagen. Der Nachweis von UNK371
im Ablauf lag im gleichen niedrigen Bereich, war aber Uber den Verlauf der gesamten
Messreihe maoglich. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zur der aus dem Verlauf im
anaeroben und aerobe Bioreaktor abgeleiteten Annahme, dass UNK371 im positiven Bereich
des Redoxpotentials instabil ist.

Als Schwellenwert fiir die Bildung von UNK371 kann in der linken Darstellung in Abbildung
91 ein Wert von —220 bis -200 mV ermittelt werden, oberhalb dessen die Bildung von
UNK371 einsetzt. Im aeroben Bioreaktor war UNK371 oberhalb von 100 mV nur mit sehr
geringer Intensitdt nachzuweisen. Die Bildung der Verbindung UNK373 lie} sich keinem
Schwellenwert zuordnen. Die Intensitat korrelierte im anaeroben Bioreaktor wie bei UNK371
mit dem Redoxpotential.
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Abbildung 90: Stoffspezifisches Monitoring im anaeroben und aeroben Bioreaktor bei einer
Raumbelastung von 0,8 — 1,6 mMggsy L' d” sowie des Ablaufes (offline): (links) von
UNK371; (rechts) von UNK373
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Abbildung 91: Korrelation von Redoxpotential und der relativen MS-Detektionsintensitat von
unbekannten Verbindungen. Links: UNK371, UNK373, UNK661 und UNK358 im anaeroben
Bioreaktor; rechts: UNK371, UNK373 im aeroben Bioreaktor

Auch im aeroben Bioreaktor waren unterhalb von +100 mV die hdéchsten Intensitaten zu
beobachten. Beide unbekannte Verbindungen wiesen tendenziell eine hdhere Intensitat im
Bereich von 9 — 10 mgo, L™ im aeroben Bioreaktor auf (sieche Abbildung 92). Das Monitoring
und die Korrelationen zeigen, dass die Bildung von UNK371 mit dem Ansteigen des
Redoxpotentials oberhalb des Schwellenwertes von —250 mV einsetzte. Damit einher geht
der Anstieg der Konzentration von TAHNDSpp, gebildet aus TAHNDSpp,. Der mogliche
Bildungsmechanismus und mdgliche Strukturen der beiden Verbindungen werden in Kapitel
6.1.4.1 (Seite 143) fortgeflihrt.
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Abbildung 92: Korrelation der relativen MS-Detektionsintensitat UNK371 und UNK373 im
aeroben Bioreaktor mit dem Sauerstoffgehalt
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6.1.4 Entfarbungsmechanismus und Abbauwege von Reactive Black 5

Die in frGheren Arbeiten vorgeschlagenen Mechanismen zur anaeroben Behandlung von
Reactive Black 5 gehen davon aus, dass der Azofarbstoff als terminaler Elektronenakzeptor
durch Reduktion der chromophoren Azobindungen entfarbt wird. Die von Libra et al. und
Kudlich beschrieben Hauptreduktionsprodukte wie p-Base und TAHDNDpp, stimmen mit den
in dieser Arbeit identfizierten Verbindungen tberein [15], [201].

6.1.4.1 Entfarbungsmechanismen der anaeroben Reduktion

In der vorliegenden Arbeit konnten die der Entfarbung zu Grunde liegenden Mechanismen
wahrend des kontinuierlichen Abwasserbehandlungsprozesses mittels Online-Monitoring
beobachtet werden. Unter der Annahme, dass die Stoffkonzentration proportional zur
integrierten Peakflache des Dioden-Array- oder Massenspektrometersignals war, wurden die
stoffspezifischen Konzentrationsverldufe von Farbstoffen und Nebenverbindungen mit
Prozesssummenparametern korreliert. Aus diesen Beobachtung lassen sich Bedingungen
ableiten, unter denen bestimmte Verbindungen entstehen oder abgebaut werden. Die
maoglichen Mechanismen, die zu einer Entfarbung des Diazofarbstoffes Reactive Black 5
fUhren sind in Abbildung 93 dargestellt.

Als Hauptabbaumechanismus kann die zweistufige Reduktion der Azobindungen des
Farbstoffes beschrieben werden, bei der die Spaltung der ortho-Aminoazobindung bevorzugt
wird. Die vorliegende Untersuchung bestatigt analytisch erstmalig den vorgeschlagenen
Abbaumechanismus, nach dem Reactive Black 5 in einer zweistufigen Reduktion entfarbt
wird [264]-[266]. Es handelt sich hierbei um eine zwei-Elektronen-Reduktion, die bei einem
Redoxpotential im Bereich —100 bis —250 mV zu beobachten war. Geht man davon aus,
dass die erste Stufe der Reduktion durch die Ubertragung der Reduktionsaquivalenten von
Chinon-Hydrochinon-basierten Redoxmediatoren erfolgt, dann lauft sie in dem von Rau
angefiihrten optimalen Redoxpotential-Fenster von —50 bis —250 mV ab [102]. Die obere
Grenze wird hierbei durch die Geschwindigkeit der abiotischen Azofarbstoffreduktion durch
das Hydrochinon, die untere Grenze durch die enzymatische Reduktion des Chinons
begrenzt [102]. Als Voraussetzung fliir die Reduktion der Azobindung des teilreduzierten
Farbstoffes wurde ein deutlich niedriges Redoxpotential von —250 bis 400 mV beobachtet,
das nachweislich zu einer Verringerung der Zeitkonstante des Abbaus fiihrt. Diese ist auf die
hohere Stabilitat der teilreduzierten Form RB5-H —PB zurlickzufiihren bzw. ein niedrigeres
Normalpotenial dieser Verbindungen im Vergleich zu dem nicht reduzierten Farbstoff [267].

Unter zwei-Elektronen-Reduktion erfolgt die Bildung der instabilen Form des TAHNDS, das
unmittelbar zu TAHNDSpp4 reagiert. TAHNDS konnte analytisch nicht nachgewiesen werden.
Einen Hinweis auf die instabile Ubergangsform gibt der farbliche Umschlag der Flissigkeit im
Bioreaktor, die bei Redoxpotential im Bereich von —400 mV von blau zu gelb wechselte. Bei
den Online-HPLC-DAD-Messungen liel3 sich jedoch keine Verbindungen identifizieren, die
eine intensive gelbe Farbigkeit verursachte.

Die der Bildung von TAHNDSpe1 vorausgehende Autooxidation kénnte zu der so genannten
~Autokatalyse“ gerechnet werden, die von Van der Zee an 1-Imino-1,2-naphthochinon
beschrieben wurde [110]. Bei der Reduktion einer ortho-Hydroxyazobindung wird ein ortho-
Aminohydroxynaphthalin gebildeten, dem die Funktion eines Redoxmediators zugeschrieben
wird. Der Mechanismus der Autooxidation von TAHNDS wirde keine der von Rau in diesem
Zusammenhang beschriebenen Aktivierung von ortho-Ketoiminen durch Reaktion mit z.B.
Sulfid erfordern, da bei Autooxidation der beiden Amine zu Iminen keine Aktivierung durch
eine vorhergehende Reduktion notwendig ware [102]. Unterstiitzt wird diese Annahme durch
den Nachweis der Verbindung RB5-H —PB-2Hb, bei der die Autooxidation bereits am
teilreduzierten Farbstoff beobachtet werden konnte. Diese ist in einem Nebenmechanismus
in Abbildung 93 beschrieben.
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In einem dritten Mechanismus wird angenommen, dass sich bei einer zwei-Elektronen-
Ubertragung an den tautomeren Azofarbstoffform aus der ortho-Hydroxyazobindung die
Hydrazoform ausbildet, die in einer Disproportionierungsreaktion zu RB5-H —-PB-2Ha
reagiert. Diese wird weiter reduziert zu RB5-H-PB und in Folge zu TAHNDS bzw.
TAHNDSpp:. Ein Nachweis flr die potentielle Reduktion von RB5-H —-PB-2Ha zu 3,4,6-
Triimino-5-o0x0-3,4,5,6-tetrahydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure  konnte nicht beobachtet
werden. Hierbei muisste sich ein Molekil mit m/z 344 nachweisen lassen. Bei den
beschrieben Reduktionsstufen der Mechanismen werden als Endprodukte pro
Diazofarbstoffmolekil jeweils ein Molekil TAHNDSpp; und zwei Molekiile p-Base freigesetzt.
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OH 2 28y HO3S NH, 0
e N:N.@?\/ NS \ /‘ HO3S SO4H
O OH © O NH 250 bi TAHNDS
— -p-Base — - 1S
NH o { )-on  -400mv o
L~ 100 bi 1% 2RMH, 2RM Autooxidation| -2H
HO3S  N-N $ OH 1S HO3S  N=N $— " 0H 2 oxd
o) -250 mV 0 oder oder o on
RB5-H RB5-H -PB HOS  NH 2H,S 2 S, “ "
2
R ect \_/ oo
s 5 \
O? o Autoo2x|-||dat|on oH . TAHNDS ppy
HO3S  N-N: S~ B
e A0 HO,S NZN—O#J\OH
© o}
NH, o RB5-H -PB-2Hb HZNO$JOH
a S 2RMH, 2 RMgq 0
HO3S N-°N \‘S‘} OH H F ) 2 .
oder p-Base
NH
®hoss O HO4§ HO, NH22 hs 28,
‘\/ H Dlsproportlomerung Reduktion
()N o pBase = ()N
HO3S 4@*\‘%‘7‘/\ HO3S N= N é_/\ H HJ\
2 RMH, 2 RMgq™° I OH HOsS NN E o
oder  oder RB5-H -PB-2Ha RB5-H -PB
2 st 2 SO

Abbildung 93: Identifizierte Mechanismen zur zweistufigen anaerobe Reduktion des
hydrolysierten Reactive Black 5 Diazofarbstoffes (RM = Redoxmediator)

Analog zu den hier beschriebenen Mechanismen der Reduktion des hydrolysierten
Diazofarbstoffes wurden die verschiedenen Nebenfarbstoffe reduziert. Als Derivate der p-
Base konnten im anaeroben Bioreaktor Vinyl-p-Base, Di-p-Base-Ether und p-Base-
Sulfonsaure als Reduktionsprodukte nachgewiesen werden (siehe Abbildung 94). Die
unterschiedlichen p-Base-Derivate hatten keinen Einfluss auf den Mechanismus der
Reduktion, was die sich untereinander deckenden Korrelationen mit dem Redoxpotential
belegen.
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Abbildung 94: Freisetzung von p-Base-Derivaten durch Reduktion von Nebenfarbstoffen
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In Kapitel 6.1.1.5 (Seite 124) und 6.1.3.4 (Seite 141) wurden mogliche Strukturen und
Mechanismen zur Bildung unbekannter Abbauprodukte mit der Bezeichnung UNKS343,
UNK371 und UNK373 diskutiert, die einen moéglichen vierten Mechanismus zur Entfarbung
des Diazofarbstoffes beschreiben. Hierbei erfolgt die Spaltung des Farbstoffes nicht an der
N=N-Bindung, sondern wie bei der massenspektrometrischen Fragmentierung unter Azo-
Typ-Spaltung der N-C-Bindung (siehe Abbildung 95).
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Abbildung 95: Vorgeschlagener Bildungsmechanismus eines o-Diazoketons aus der
Spaltung der C-N-Bindung eines ortho-Hydroxyazofarbstoffes
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Der Bildungsmechanismus steht nachweislich in Zusammenhang mit der Héhe des
Redoxpotentials, wobei bei UNK371 erst ab einem Redoxpotenialschwellenwert von gréRer
—250 mV (absolut) im anaeroben Bioreaktor nachweisbar war. Moglicherweise geht er wie im
dritten beschriebenen Mechanismus auf eine Disproportionierungsreaktion zuriick, bei der
die tautomere Hydrazogruppe unter Protonenwanderung zur p-Base als Diazogruppe an der
Kupplungskomponente verbleibt. In der Literatur fanden sich keine Hinweise auf einen
derartigen Mechanismus zur Spaltung von Azoverbindungen. Bei der Ubertragung von
Protonen bei der Zwei-Elektronen Reduktion von UNK371 kdnnte als Folgeprodukt formal
UNK373 entstanden sein. Als Strukturvorschlag ergdbe sich die in 3,6-Position zweifach
diazotierte 4,5-Dihydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure mit m/z 373, die sich aus dem a-
Diazoketon Valenzisomer des [1,2,3]Oxadiazols ableitet, wobei durch die um zwei
Atomeinheiten groflere Masse formal die reduzierte Form als [1,2,3]Oxadiazolidin vorliegen
musste. Untersuchungen mit anderen Analysentechniken muissen zeigen, ob sich die
vorgeschlagenen Strukturen bestatigen lassen kdnnen.

Im Oxidativen konnten beide Verbindungen nur mit sehr geringen Detektionsintensitaten
bestimmt werden. Oberhalb eines Redoxpotentials von > +100 mV waren beide nur noch an
der Nachweisgrenze detektierbar. Weitere Hinweise auf die Struktur UNK343 finden sich im
Anhang. Die Verbindung UNK585 fragmentiert hier nach dreifacher Abspaltung von SO3; zum
lon m/z 343.

6.1.4.2 Ruckverfarbungsmechanismus durch Oxidation anaerober
Reduktions-produkte

Der von Kudlich an ortho-Hydroxyazofarbstoffen beschriebene Mechanismus der Rickver-
farbung nach Reduktion und anschlie®ender Autooxidation konnte in dieser Arbeit durch den
Nachweis des autooxidationsempfindlichen Reduktionsproduktes TAHNDSpp; bestatigt
werden [201], [260]. Durch den Einsatz des online-analytischen Verfahrens war es erstmalig
moglich, TAHNDSpp; massenspektrometrisch zu erfassen und durch kollisionsinduzierte
Fragmentierung zu charakterisieren. Mit Hilfe der Fragmentierungsmuster der hochsub-
stituierten TAHNDSpp14-Verbindungen konnte gezeigt werden, dass das Verhaltnis von N-
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haltigen Substituenden (HCN mit 27 u) zu Gunsten von O-haltigen Verbindungen (CO mit 28
u) abnimmt. Damit wird der vorgeschlagene Hydrolysemechanismus von 6-Amino-5-hydroxy-
3,4-diimino-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp;) zu 4,6-Dihydroxy-3,5-
dioxo-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure bzw. 5,6-Dihydroxy-3,4-dioxo-3,4-dihydro-
naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp4) begriindet.

Im kontinuierlichen Betrieb des anaerob-aeroben Verfahrens wurde in Folge auch das
Hydrolyseprodukt TAHNDSpp, nachgewiesen. Aus der stoffspezifischen Uberwachung des
aeroben Bioreaktors wurde die Bildung eines weiteren Hydrolyseproduktes, TAHNDSpp3,
nachgewiesen, das sich wahrscheinlich aus TAHNDSpp, unter oxidativen Bedingungen
bildet. Abbildung 96 zeigt noch ein weiteres Intermediat, das sich formal aus der Hydrolyse
der letzten verbleibenden Imin-Gruppe ergibt. Fir TAHNDSpp, konnte kein Zusammenhang
mit dem Steigen oder Absinken der Intensitdt von TAHNDSpp; gefunden werden. Der
Bildungsmechanismus kann daher auf einem anderen als dem Vorgeschlagenen ablaufen.
Es wird angenommen, dass es sich bei den Verbindungen TAHNDSpp3, und TAHNDSpp3,
sowie TAHNDSppsa und TAHNDSprs jeweils um Positionsisomere handelt, deren
Unterschiede im weiteren nicht diskutiert werden.

TAHNDS TAHNDSp TAHNDSpp, TAHNDSpp; TAHNDSpp4
Autooxidation Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse OH ©

NH, OH NH OH NH OH
HZNNHZ TN | ' NH, 20 HO I ' NH HzO HNH HzO O:“iOH
HO5S SOzH e HO3S SO4H HO S SO3 H Hoss SO3H HO S SOzH
Abbildung 96: Vorgeschlagener Autooxidations- und Hydrolysebildungsmechansimus fiir
TAHNDSDP1.4 aus TAHNDS.

Die flir ortho-Hydroxyazofarbstoffe beschriebene Rickverfarbung nach Kontakt mit
Luftsauerstoff wird auch in anderen Untersuchungen bei verschiedenen Azofarbstoffen
beobachtet [15], [110]-[112], [264]. Die Ergebnisse aus dieser Arbeiten unterstitzten
weitestgehend die Vermutung von Kudlich, worin die Rickverfarbung auf die Autooxidation
und Hydrolyse von ortho-Aminohydroxynaphthalinderivate zuriickzufiihren ist [201], [260].

Eine andere Annahme geht von der Re-Oxidation von teilreduzierten Azoverbindungen aus.
Hinweise auf eine Re-Oxidation einer unter reduktiven Bedingungen gebildeten
Hydrazinform von Reactive Black 5, wie sie beim Azogruppen-haltigen Polymer PEA40 von
Rau beobachtet wurde, konnten in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden [102]. Der
Nachweis von Ketoiminonaphthalin-Verbindungen bei einer Untersuchung zu aromatischen
Sulfonaten in Abwassern und an Abldufen von Klaranlagen durch Storm sind ein weiterer
Hinweis flr die schlechte Abbaubarkeit dieser Verbindungen wie sie auch in dieser Arbeit
beobachtet wurde [268].

UV-VIS-Spektren der in Abbildung 96 dargestellten Verbindungen sind in Abbildung 97
gezeigt. In Kapitel 0 (Seite 146) wird die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit in den
einzelnen Reaktorstufen diskutiert.

6.1.5 Stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit

Das stoffspezifische Monitoring der Haupt- und Nebenverbindungen im Abwasser und den
einzelnen Reaktorstufen erméglichte die weitestgehende Identifizierung der Verbindungen
mittels Dioden-Array-Detektor und Massenspektrometer. Durch die Selektivitdt der beim
Online-Monitoring eingesetzten chromatographischen Trennungsmethoden mit und ohne
lonenpaarreagenz war es moglich, aus dem Dioden-Array-Messungen die UV-VIS-Spektren
einzelner Verbindungen zu isolieren.

146



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

6.1.5.1 Zuordnung von UV-VIS-Spektren farbiger Verbindungen aus HPLC-
DAD-Messungen

Abbildung 97 zeigt die UV-VIS-Spekiren von Verbindungen, die als Verursacher von
Farbigkeit bzw. Restfarbigkeit eine Bedeutung haben. Bei der ersten Verbindung (von unten
nach oben) handelt es sich um den originalen Farbstoff Reactive Black 5 (RB5-O) wie er in
der Handelsware eingesetzt wird. Nachfolgend sind die Spektren der Vinylformen bzw.
teilhydrolysierten Verbindungen des Farbstoffes bis zum Hydrolysat (RB5-H) aufgefuhrt. Die
Spektren sind bis auf geringe Abweichungen, die durch die Spektrenbereinigung verursacht
wurden, deckungsgleich und somit nur durch chromatographische Retentionszeitunter-
schiede mit Hilfe von Referenzsubstanzen oder der massenspektrometrischen Detektion zu
unterscheiden. Das Spektrum des Farbstoffdimers, das bei einer Nebenreaktion bei der
Hydrolyse Uber Etherbildung entsteht, ist mit der Bezeichnung Di-RB5-H-Ether Spektrum
oben in der Abbildung 97 dargestellt. Auch bei dieser Verbindung ist eine groBe Ahnlichkeit
zum Ausgangsfarbstoff zu beobachten.

Ein Produkt der Teilreduktion des hydrolysierten Farbstoffes, RB5-H —PB-2H, hat ein
ahnliches Spektrum wie die als Nebenverbindungen der Handelsware beigemischten Verbin-
dungen RB-OH und RB-NH.,. Bei RB5-H —PB-2H ist im Vergleich zu der nicht autooxidierten
Form RB5-H —PB das Absorptionsmaximum im farbigen Bereich um ca. 80 nm in den kurz-
welligeren Bereich von blau nach rot verschoben. RB5-H —PB hat mit einem Absorptions-
maximum bei etwa 550 nm hingegen eine noch deutlichere Blaufarbung. Die Verbindungen
RB5-H —PB und RB5-H —PB+DPBE zeigen nahezu identische Spektren. Das Vorhandensein
von p-Base oder Di-p-Base-Ether als hydrolysierte Reaktivgruppe hat somit einen geringen
Einfluss auf die farbige Absorption.

Die Reaktionsprodukte der vollstdndigen Reduktion und nachfolgenden Autooxidation,
TAHNDSpp14, absorbieren im gleichen farbigen Bereich wie der Reaktivfarbstoff. Bei den
einzelnen Intermediaten sind Verschiebungen um bis zu 20 nm in den kurzwelligen Bereich
wie bei TAHNDSpp; = 612 nm — TAHNDSpps = 593 nm zu beobachten. Die bei den
massenspektrometrischen Untersuchungen beobachteten strukturellen Ahnlichkeiten der
TAHNDS-Verbindungen werden durch ihre UV-VIS-Spektren bestatigt. Die Hydrolyse von
TAHNDSpp, bis TAHNDSpp, geht einher mit einer tendenziellen Verschiebung vom blauen in
den roten Bereich. Das Verhaltnis von farbiger Absorption zu UV-Absorption verschiebt sich
von TAHNDSpp; zu TAHNDSpp; zu einer intensiveren Absorption im UV-Bereich. Sie
verursacht die Zunahme der UV-Absorption in der aeroben Stufe und im Ablauf, wenn durch
Hydrolyse mehr TAHNDSpp, als TAHNDSpp, vorliegt.

Bei den im anaeroben Bioreaktor nachgewiesenen unbekannten Verbindungen UNK661 und
UNK373 zeigen beide Spektren keine Ubereinstimmung mit einer der bekannten
Verbindungen. UNK373 zeigt eine wenig intensive farbige Absorption bei etwa 600 nm. Die
vorhandene Absorptionsbande bei 350 nm bestatigt, dass die vorgeschlagene Verbindung
(siehe Kapitel 6.1.1.5) auf Naphthalin als Grundstruktur basiert, wie es bei den meisten der
dargestellten Verbindungen zu beobachten ist. Aufgrund der Ko-Elution mit anderen Verbin-
dungen, konnte von UNK371 kein Spektrum aus den Dioden-Array-Spektren isoliert werden.

UNKG661 zeigt eine sehr starke Bande bei etwa 270 nm, die typisch fir benzenbasierte
aromatische Verbindungen ist und bei allen Derivaten der p-Base als Absorptionsmaximum
gemessen wurde. Die naphthalin-typische Bande bei 350 nm ist weniger stark ausgepragt.
Bei 520 nm ist ein Maximum im farbigen Bereich zu beobachten, wodurch UNK661 wie auch
die Begleitverbindungen RB-OH/NH, eine Rotfarbung besitzen. Eine strukturelle
Interpretation dieser Verbindungen, die nach bei der kollisionsinduzierten Fragmentierung
vier SO3-Gruppen verlor (siehe Anhang), ist auch unter zu Hilfenahme der UVVIS-Spektren
nicht maéglich.
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Abbildung 97: UV-VIS-Spektren von farbigen Haupt- und Nebenverbindungen aus dem
Abwasser sowie anaeroben und aeroben Bioreaktor isoliert aus dem Online-HPLC-
Monitoring mit Dioden-Array-Detektor
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6.1.5.2 Stoffspezifische Zuordnung der UV-Absorption bei 270 nm

Die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit auf Grundlage des Online-Monitorings
ergab sich aus der Zusammenfihrung der UV-VIS- und der massenspektroskopischen
Informationen. Die Auswertung wurde exemplarisch fiir zwei Betriebstage zu Beginn einer
Versuchsreihe mit einer Raumbelastung von 1,6 mMggsyy L' d' am vierten und 15.
Betriebstag durchgeflihrt. Die genauen Prozessbedingungen sind in Abbildung 79 (Seite
134) dargestellt.

Fur die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit wurden der blaue Bereich mit 585 nm
(entspricht dem Extinktionsmaximum von Reactive Black 5) und der ultraviolette Bereich mit
270 nm ausgewahlt. Diese Auswahl sollte Aufschluss Uber die Zuordnung der blauen
Farbigkeit im anaeroben und aeroben Bioreaktor sowie deren Ursache im Ablauf des
aeroben Bio-Membran-Reaktors bringen. In Kapitel 6.1.6 (Seite 152) wurde die zum Teil
erhebliche Zunahme der Absorption im UV-Bereich bei 270 nm festgestellt. Die Ursache
daflir liegt an der membranbedingten Anreicherung von Intermediaten mit hohem UV-Anteil
wie TAHNDSpp,. Der Zuwachs ist um so héher, wenn der anaerobe Bioreaktor nicht optimal
betriebenen wurde. Durch die unvollstdndige Reduktion gelangten teilreduzierte Verbin-
dungen und Intermediate in den aeroben Bioreaktor, die, bedingt durch die intakte Azobin-
dungen Uber sehr viel héhere Extinktionskoeffizienten verfligten und in Folge eine An-
wachsen der UV-Extinktion verursachten. Auch die Totalreduktion von RBS5-H =zu
TAHNDSpp,4 fuhrt zu einer Zunahme der UV-Absorption im Verhaltnis zur farbigen
Absorption (siehe Abbildung 97).

In Abbildung 98 sind die zeitlichen Entwicklungen der Absorptionsanderung im farbigen und
ultravioletten Wellenlangenbereich dargestellt. Im ultravioletten Bereich stabilisierten sich die
gemessenen Werte ab dem 14. Betriebstag im anaeroben Bioreaktor, bei dem eine
Zunahme der Absorption von etwa +40 % in Bezug auf die Feed-Absorption festzustellen
war. Im aeroben Bioreaktor war nach einem Minimum am 14. Betriebstag bei +40 % ein
stetiger Anstieg auf ca. +80% zu beobachten. Eine Abnahme der UV-Absorption wurde im
Ablauf des aeroben Bioreaktors beobachtet. Nach einem Maximum von etwa — 40 % am
dritten Betriebstag und einer stetigen Abnahme der Absorption in Folge, pendelte sie sich
nach dem 15. Betriebstag bei —70 bis —-80 % ein.
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Abbildung 98: Bestimmung der Entwicklung der Anderung der Absorption im UV-Bereich bei
270 nm (links) und der Entfarbungsleistung bei 585 nm (rechts) im kontinuierlichen Betrieb
(AN — anaerober Bioreaktor, AE — aerober Bioreaktor, Ablauf — Permeat des aeroben
Bioreaktors), Membrantyp: Ultrafiltrationsmembran Hoechst High Chem PES-50H, (MWCO =
50000 Da)

Setzt man diese Beobachtung in Relation zu den stoffspezifischen Anteilen an der UV-
Absorption, so lassen sich aus Abbildung 99 die UV-Absorption verursachenden
Verbindungen identifizieren. In der linken Abbildung sind die stoffspezifischen Anteile an der
UV-Absorption am 4. Betriebstag dargestellt. Den Hauptanteil trugen im anaeroben
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Bioreaktor TAHNDSpps, und p-Base mit ca. 35 und 20 % Anteil. Die unvollstandige
Reduktion zu diesem Zeitpunkt dokumentieren die vorhandenen Anteile von RB5-H, RB5-V
sowie RB5-HV an der Absorption. Neben Di-p-Base-Ether (DPBE) hatten
ABSEESA/ABSESA sowie TAHNDSpps/Naphthalinsulfonsdure (NSA) und TAHNDSpp4,
einen geringen Anteil an der UV-Absorption. Bedingt durch die geringere Selektivitat des
Dioden-Array-Detektors im Vergleich zum Massenspektrometer sind die UV-Anteile nicht
vollstandig basisliniengetrennter Verbindungen wie TAHNDSpp1 und Naphthalinsulfonsaure
(NSA) zusammengefasst.

Im aeroben Bioreaktor konzentrierte sich der Anteil der UV-Absorption mit 70% Anteil auf
TAHNDSpp4, das wie das Monitoring zeigte, im aeroben Bioreaktor akkumulierte und nicht
weiter abgebaut wurde. Der Anteil von ABSEESA/ABSESA sowie TAHNDSpp;, war
gegenuber dem anaeroben Bioreaktor erhéht. Die noch vorhandenen Anteile von p-Base
und Di-p-Base-Ether (DPBE) zeigten, dass die Adaption der aeroben Biozdnose an diese
Substanzen innerhalb der Anfahrphase nicht vollstandig vollzogen war (Details zum
Abbauverhalten siehe Kapitel 6.1.3.2, Seite 133 und Kapitel 6.1.3.3, Seite 136).

Aufgrund des am vierten Betriebstag noch nicht erreichten vollstandigen Abbaus von p-Base,
tragt sie im Ablauf mit ca. 37 % Anteil als Hauptverursacher zur UV-Absorption bei. Auffallig
ist hier, dass der Anteil der Nebenverbindungen aus der Synthese der p-Base bei fast 15 %
liegt. Unterhalb eines Anteils von 10 % sind die Verbindungen Di-p-Base-Ether (DPBE),
PBSA als Derivate der p-Base vertreten. TAHNDSpp, und TAHNDSpp;, bestimmen den
Restanteil an der UV-Absorption.
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Abbildung 99: Stoffspezifische Zuordnung der UV-Absorption (270 nm) bei einer
Raumbelastung von 1,6 mMggsH L'd' am 4. Betriebstag (links) und am 15. Betriebstag
(rechts)

Der Anteil von Uber 70 % p-Base an der UV-Absorption am 15. Betriebstag (rechte
Darstellung in Abbildung 99) ist ein Zeichen fir die vollstindige Reduktion des
Diazofarbstoffes. Unter optimalen reduktiven Bedingungen ist der Anteil der Intermediate an
der UV-Absorption im Vergleich zum vierten Betriebstag vernachlassigbar gering. Die
restliche Absorption verteilt sich auf die p-Base-Derivate DPBE, PBSA sowie
ABSEESA/ABSESA. TAHNDSpp, hat an diesem Betriebstag nur einen Anteil von 5% an der
UV-Absorption.
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Im aeroben Bioreaktor dominiert TAHNDSpps; mit einem Anteil von fast 80 % die UV-
Absorption, weil p-Base zu diesem Zeitpunkt bereits vollstdndig abgebaut war. Geringe
Anteile von < 5 % entfallen auf ABSEESA/ABSESA, wobei durch das stoffspezifische
Monitoring der Abbau von ABSESA nachgewiesen werden konnte, so dass der Anteil
vollstandig auf ABSEESA entfallt. Weitere Restanteile werden von TAHNDSpp;, und
TAHNDSpp,4, abgedeckt.

Im Ablauf der aeroben Stufe verteilt sich die UV-Absorption mit etwa gleichem Anteil auf flinf
Verbindungen, die demnach das Verfahren nach 15 Tagen wenig oder nicht abgebaut
passieren. Neben TAHNDSppsp entfallen die weiteren Anteile auf TAHNDSpe, und
TAHNDSpp3, sowie ABSEESA. Der Anteil von TAHNDSpp3, ist ungewdhnlich, weil er nur im
Ablauf des aeroben Bioreaktors einen relevanten Anteil an der UV-Absorption erzielt.
ABSEESA ist von allen die einzige benzenbasierte Verbindung, die zu diesem
Betriebszeitpunkt im Ablauf einen Anteil von > 10 % besitzt. Mehr als 80 % der Absorption
wird den naphthalinbasierten Verbindungen zugerechnet, die damit eindeutig als
Hauptverursacher der UV-Absorption identifiziert sind. Der geringe Anteil von hydrolysiertem
Reactive Black 5 im Ablauf zeigt, wie wichtig es ist, den anaeroben Bioreaktor von Beginn an
unter optimalen Bedingungen zu betreiben.

In der Anfahrphase des biologischen Verfahrens ist zu empfehlen, einen Teil des Abwassers
im anaeroben-aeroben Kreislaufbetrieb zu fahren, um eine Anreichung nicht reduzierter
Azoverbindungen zu minimieren. Nach Adaption der aeroben Stufe an die abbaubaren
Verbindungen wie die p-Base-Derivate konnte dann der kontinuierliche Betrieb
aufgenommen werden. Weitere Mdglichkeiten zur Verfahrensoptimierung auf Grundlage des
stoffspezifischen Monitorings werden in Kapitel 7 (ab Seite 202) diskutiert.

6.1.5.3 Stoffspezifische Zuordnung der VIS-Absorption bei 585 nm

Fir die Beurteilung und Zuordnung der Herkunft von Restfarbigkeit in den einzelnen
Reaktorstufen wurde fir die stoffspezifische Zuordnung das Extinktionsmaximum des
Farbstoffes Reactive Black 5 gewahlt. Die Entwicklung der Entfarbeleistung bei 585 nm ist in
Abbildung 98 (rechts) dargestellt. Die Redoxpotentialschwankungen der Anfahrphase
spiegeln sich in den schwankenden Entfarbungsraten des anaeroben Bioreaktors wider, die
zwischen —75 und -95 % variierten. Ab dem neunten Betriebstag war eine Stabilisierung der
Entfarbeleistung bei -93 bis -94 % zu beobachten, die am 12. Betriebstag nochmals gestort
wurde. Mit Beginn des sukzessiven Anstieges des Redoxpotentials ab dem 17. Betriebstag
ging auch die Abnahme der Entfarbeleistung auf — 65 % einher. Die Entwicklung im aeroben
Reaktor zeigt eine Abnahme von —70 % auf — 80% bis zum 20. Betriebstag, nach dem sich
dann die unvolistdndige Reduktion im anaeroben auf die Farbigkeit im aeroben Bioreaktor
auswirkte. Die Gesamtentfarbeleistung gemessen am Ablauf des aeroben Bio-Membran-
Reaktors unterschritt bereits nach dem zweiten Betriebstag den geforderten Grenzwert von
95% und lag den weiteren Verlauf Uber nahezu konstant bei einer 98%igen Entfarbung.

Abbildung 100 zeigt in der linken Darstellung die Anteile einzelner Verbindungen an der VIS-
Absorption in den zwei Reaktorstufen und dem Ablauf am vierten Tag des kontinuierlichen
Betriebes. Bis zu 50 % der Farbigkeit wurden von TAHNDSpp4, Verursacht. Mit weniger als
10 % fielen die Farbstoff-Verbindungen RB5-H, RB5-HV, RB5-V und die Reduktionsprodukte
RB5-H —PB sowie TAHNDSpps und TAHNDSpps, ins Gewicht. In der Anfahrphase des
Bioreaktors zeigte sich hier die noch unvollstdndige Reduktion der Azoverbindungen. Der
hohe Anteil an TAHNDSppyy, ist auf die vorgehenden Versuchsreihen zurlickzufiihren, da die
Bioreaktoren nicht geleert bzw. mit frischem Schlamm aufgeflllt wurden.
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Abbildung 100: Stoffspezifische Zuordnung der VIS-Absorption (585 nm) bei einer
Raumbelastung von 1,6 mMggs.4 L"d" am 4. Betriebstag (links) und am 15. Betriebstag
(rechts)

In der aeroben Stufe war TAHNDSpp4, die dominierende Verbindung mit 90 % Anteil an der
Farbigkeit. Geringe Restanteile entfielen auf TAHNDSpps, und TAHNDSpp,. Im Gegensatz
hierzu ist der Hauptanteil von fast 80 % im Ablauf des aeroben Bioreaktors auf TAHNDSpp,
zurUckzufihren. Dieser Unterschied war auf das unterschiedliche Retententionsverhalten
beider Substanzen bei der eingesetzten Ultrafiltrationsmembran zurlckzuflhren, die
TAHNDSpp4, starker als TAHNDSpp, retenierte.

Einhergehend mit der nahezu vollstandigen Reduktion im anaeroben Bioreaktor am 15.
Betriebstag stellte TAHNDSpp1 als primares Reduktionsprodukt des Farbstoffes den Haupt-
anteil der farbigen Absorption mit 85 %. Weniger als 5 % entfielen auf den hydrolysierten
Farbstoff, der spater fur die Restfarbigkeit im aeroben Bioreaktor keine Bedeutung hatte. Der
90 %ige Anteil von TAHNDSpp4, im aeroben Bioreaktor ist ein weiterer Beleg flir die Hydro-
lyse von TAHNDSpp, liber TAHNDSpp; zu TAHNDSpp,, wobei TAHNDSpp; als Zwischenstufe
nur eine geringe Bedeutung zukommt. Sie kam nur im Ablauf mit etwas mehr als 10 % Anteil
vor. Der Hauptanteil der blauen Restfarbigkeit des Ablaufes war zu gleichen Teilen auf
TAHNDSDPZ und TAHNDSDP4b zurtickzufuhren.

6.1.6 Beurteilung der Entfairbung von Abwasserkonzentraten nach
Abwasserverordnung Anhang 38

Bei Abwasserkonzentraten aus der Textilfarbung handelt es sich um Abwasser, deren
Farbstoffgehalt oberhalb 100 - 250 mg L™ (bezogen auf RB5-H entspricht das 135 — 337 uM)
liegt [269]. Die durchschnittliche Farbigkeit eines nicht konzentrierten Abwassers (z. B. 1.
und 2. Waschflotte) liegt etwa im Durchsichtigkeitsfarbzahlbereich von 1500 m™. Nach
Einhaltung der gesetzlich geforderten -95 %igen Entfarbung liegen die DFZ-Werte mit 75 m™
selbst bei diesen weniger belasteten Abwassern um den Faktor 10 oberhalb der Grenzwerte
fir die Restfarbigkeit. Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrate lagen mit einem
Farbstoffeinwaagen von 15 ggrgs L bei Durchsichtigkeitsfarbzahlen von 15500 m” (436 nm)
bis 38000 m™ (620 nm) und im Absorptionsmaximum bei 44000 m™ (585 nm) (siehe auch
Kapitel 5.2, Seite 41). Mit der geforderten 95%igen Entfarbung sollen die Durchsich-
tigkeitsfarbzahlen in den Bereich der niedrig belasteten Abwéasser geflhrt werden (bei 585
nm entsprache das 1700 m™).

Fir die Bestimmung der optimalen Betriebsparameter zur Entfarbung der Modellkonzentrate
mit hydrolysiertem Farbstoff Reactive Black 5 wurde das Behandlungsverfahren
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kontinuierlich betrieben. In Abbildung 101 ist ein Versuch dargestellt, bei dem in der linken
Abbildung Summenparameter und rechts die wellenlangenbezogenen Entfarbungsraten in
ihrer zeitlichen Entwicklung illustriert sind. Die Abwasserzusammensetzung entsprach der in
Tabelle 16 (Seite 42) angegebenen Konzentration von 5 mM L™. Bei diesem Versuch wurde
das Verfahren mit einer Raumbelastung von 0,5 - 1,5 mMggsy L' d' Gber 17 Tage
kontinuierlich betrieben. Die durchschnittliche hydraulische Verweilzeit im anaeroben
Reaktor betrug zwischen 3,6 und 11 Tagen.

Uber den Versuchszeitraum der kontinuierlichen Feed-Zugabe ist ein sukzessives Ansteigen
des Redoxpotentials im anaeroben Bioreaktor zu beobachten, das bereits an friherer Stelle
diskutiert wurde (siehe Kapitel 6.1.3.1, Seite 128). Durch die Stosszugabe von Ethanol (4
oder 8 mL bei 35 L Betriebsvolumen) war es moglich, kurzfristig ein Absinken des
Redoxpotentials zu bewirken. Mit der Steigerung der Raumbelastung auf 1,5 mMggs.y L™ d”’
reichte die zugeflihrte Menge des Co-Substrates Ethanol nicht mehr aus, die erforderlichen
Redoxaquivalente durch die Verstoffwechselung fiir die Entfarbung zur Verfigung zu stellen.

Trotz des Anstiegs des Redoxpotentials und der damit einhergehenden unvollstandigen
Reduktion des Diazofarbstoffes lag die Entfarbeleistung des anaeroben Bioreaktors tber den
gesamten Versuchszeitraum im blauen Bereich (620 nm) bei etwa —80 %. Nach etwa einer
Woche stellten sich auch im gelben (436 nm) und roten Bereich (525 nm) konstante
Entfarbungsraten von 60% (gelb) bzw. -70 bis -80 % (rot) ein. In der aeroben Stufe sank
bedingt durch Rickverfarbung die Gesamtentfarbungsrate im blauen Bereich auf —60 bis —70
%. Noch intensiver wirkte sich dieser Effekt auf den gelben Bereich aus, bei dem eine
Farbigkeitszuwachs von +40 % bezogen auf die Feedfarbigkeit beobachtet wurde. Im roten
Bereich sank die Entfarbungsrate auf etwa —40 %.

Durch die Betriebsweise der zweiten Stufe als Bio-Membran-Reaktor war es mdglich, die
geforderte Entfarbeleistung von 95% bis zum 13. Betriebstag einzuhalten. Aufgrund der
Undichtigkeit einer Membran sank die Entfarbeleistung nachfolgend auf —80 bis —90 %. Der
starke Anstieg der Farbigkeit im aeroben Bioreaktor begriindet sich mit Rickverfarbung der
Metabolite des reduzierten Farbstoffes (TAHNDSppi4) und der Retention durch die
eingesetzten Ultrafiltrationsmembranen, die beispielsweise fur TAHNDSpp, eine Rickhaltung
von bis zu 90% aufwiesen (Vergleiche mit Tabelle 19, Seite 48).
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Abbildung 101: Links - Redoxpotential, Raumbelastung und Co-Substrat Dosierung im
anaeroben Bioreaktor sowie Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) in der anaeroben und
aeroben Stufe (0,5 - 1,5 mMMggs.H L? d'1); Rechts - Bestimmung der Entfarbungsleistung im
kontinuierlichen Betrieb bei den Wellenlangen 436, 525 und 620 nm (AN — anaerober
Bioreaktor, AE — aerober Bioreaktor, Ablauf — Permeat des aeroben Bioreaktors),
Membrantyp: Ultrafiltrationsmembran Hoechst High Chem PES-50H, (MWCO = 50000 Da)

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Ethanol als Co-Substrat und Elektronenlieferant flr
die anaerobe Reduktion dem Behandlungsverfahren kontinuierlich mit dem Feed zugeflhrt.
Die Dosierung betrug bei einer Raumbelastung von 4 mMggsy L' d* 0,1 mLgon L™ d™.
Abbildung 102 (links) zeigt, dass sich das Redoxpotential durch die kontinuierliche Co-
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Substratzugabe im Bereich von —200 bis —400 mV bewegte. Die hohen Raumbelastungen
von 3 MMggsy L' d fiihrten zu einem Anstieg des Redoxpotentials in der Anfahrphase und
bei der Steigerung der Raumbelastung von 3 auf 4 mMggs.y L' d”, das im Bereich oberhalb
des Schwellenwertes von —250 mV lag.

Insgesamt bewirkte der Betrieb des anaeroben Bioreaktors im Bereich oberhalb des
Schwellenwertes, dass die Entfarbungsleistung auch bei hoher Raumbelastung im blauen
Bereich zwischen 90 - 95% betrug. Im roten Bereich lag sie im Mittel bei 90% und im gelben
bei 80 - 85%. Die unter diesen Bedingungen bewirkte vollstandige Reduktion des
Diazofarbstoffes zeigt, dass die Entfarbeleistung wesentlich vom Redoxpotential abhangig ist
und auch bei hohen Raumbelastung hohe Werte im gesetzlich geforderten Bereich erzielt
werden kénnen. Die von van der Zee und Villaverde beschriebene hemmende Wirkung
hoher Farbstoffkonzentrationen auf die Biozdnose und eine durch unvollstdndige Reduktion
absinkende Entfarbeleistung wurde in dieser Versuchsreihe mit einer Feedkonzentration von
11 mMggs.4 L™ nicht beobachtet [112].

Die hohe Entfarbeleistung des anaeroben Bioreaktors bewirkte, dass weniger farbige
Intermediate mit intakter Azobindung in den aeroben Bioreaktor eingetragen wurden. Bedingt
durch Ruckverfarbung und Retention farbiger Verbindungen durch die Ultrafiltrations-
membran sank die Entfarbeleistung im aeroben auf etwa — 80 % im blauen, auf -60 bis —70
% im roten und auf -30 bis =50 % im gelben Bereich. Damit lag sie um ein Vielfaches hoéher
als im vorhergehenden Versuch beschrieben, bei dem im gelben Bereich insgesamt ein
Zuwachs an Farbigkeit in bezug auf das eingespeiste Abwasser beobachtet wurde. Die
Gesamtentfarbeleistung am Ablauf des aeroben Bioreaktors lag nach Gleichung 1 (siehe
Kapitel 3.4.3, Seite 31) zwischen dem vierten und 16. Betriebstag bei 95 + 1 %. Die am 11.
Tag im anaeroben Bioreaktor aufgetretene Stérung des Redoxpotentials wirkte sich auch auf
die Farbigkeit im aeroben Bioreaktor aus. Einen Einfluss auf die Ablauffarbigkeit wurde nicht
festgestellt.
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Abbildung 102: Links - Redoxpotential, Raumbelastung im anaeroben Bioreaktor sowie
Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) in der anaeroben und aeroben Stufe; Rechts -
Bestimmung der Entfarbungsleistung im kontinuierlichen Betrieb bei den Wellenlangen 436,
525 und 620 nm (AN — anaerober Bioreaktor, AE — aerober Bioreaktor, Ablauf — Permeat des
aeroben Bioreaktors), Membrantyp: Ultrafiltrationsmembran Hoechst High Chem PES-50H,
(MWCO = 50000 Da)

Beim Vergleich der Entwicklung der UV-Absorption (bei 270 nm) der beiden Versuchsreihen
zeigte die erste einen Zuwachs von bis zu +2000 % bezogen auf die Zulaufkonzentration im
anaeroben Bioreaktor, der ab dem 14. Betriebstag bei +600 % konstant blieb (siehe
Abbildung 103, links). Im aeroben Bioreaktor pendelte sich der Zuwachs im Bereich
zwischen +600 bis +800 % ein. Der Sprung im Verlauf der UV-Absorption des Ablaufes am
14. Tag bestatigt die eingeschrankte Funktion der Ultrafiltration. Im Vergleich hierzu lagen in
der zweiten Versuchsreihe die UV-Absorptionsintensitaten in beiden Reaktoren um nur 100
% hoher als im Feed (siehe Abbildung 103, rechts). Die unvollstdndige Reduktion hatte
demnach eine signifikante Auswirkung auf die UV-Absorption in beiden Bioreaktoren. Die nur
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lang-same Zunahme der Absorption im anaeroben und aeroben Bioreaktor bei hydraulischen
Verweilzeiten von etwa vier Tagen deuten an, dass sowohl der anaerobe als auch der
aerobe Bioreaktor unter optimalen Bedingungen arbeiten konnten.

Durch die eingesetzte Ultrafiltrationsmembran konnte in der zweiten Versuchsreihe eine 60
bis 70 %ige Retention der UV-Absorption verursachenden Verbindungen (in Bezug auf das
Feed) erzielt werden, wodurch deren Verweilzeit im aeroben Bioreaktor erhdht wurde. Der
Anstieg der UV-Absorption im aeroben Bioreaktor deutet darauf hin, dass diese
Verbindungen zum Teil akkumuliert wurden. Die Auswertungen des stoffspezifischen
Monitorings (siehe 6.1.3.2 und 6.1.3.3, Seite 133 und 136) zeigten, dass ein Teil der
untersuchten Verbindungen im aeroben Bioreaktor nach einer Phase von 5-15 Tagen
abgebaut wurden (wie z.B. NAPB, ABSESA, TAHNDSpp,) oder den aeroben Bioreaktor
unabgebaut passierten (wie z. B. ABSEESA; NDSA, TAHNDSpp,).
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Abbildung 103: Bestimmung der UV-Absorption (270 nm) bei kontinuierlichen Betrieb mit
Raumbelastung von: Links — 0,5 - 1,5 mMggss L' d™'; Rechts - 4 mMggsy L™ d”" (AN —
anaerober Bioreaktor, AE — aerober Bioreaktor, Ablauf — Permeat des aeroben Bioreaktors),
Membrantyp: Ultrafiltrationsmembran Hoechst High Chem PES-50H, (MWCO = 50000 Da)

6.1.7 Stoffspezifischen Abbaubarkeit von Abwasserinhaltsstoffen und
Intermediaten

Die in Literatur beschriebenen Entfarbeverfahren nutzen den spektralen Absorptions-
koeffizienten als Summenparameter zur Beurteilung der Entfarbeleistung. Die vorliegende
Untersuchung zeigt, dass neben der Farbstoffhauptkomponente des Modellfarbstoff-
abwassers eine Reihe von Nebenverbindungen einen relevanten Anteil an der UV-
Absorption und Farbgebung des Abwassers haben konnen. In Tabelle 43 sind die
stoffspezifischen Abbaubarkeiten der im Monitoring erfassten Verbindungen aufgelistet. Die
verbleibende Restfarbigkeit im Ablauf des aeroben Bioreaktors wurde exemplarisch fir einen
Betriebstag stoffspezifisch zugeordnet, um eine Bewertung der Abwasserrelevanz dieser
Verbindungen zu erméglichen. Eine detaillierte Betrachtung zur stoffspezifischen Zuordnung
der Restfarbigkeit in allen drei Messstellen wurde in Kapitel O (ab Seite 146) dargestellt.
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Tabelle 43: Ubersicht der stoffspezifischen Abbaubarkeit von Abwasserinhaltsstoffen und
Intermediaten in den Bioreaktoren und Zusammensetzung des Ablaufs (,+“ - abbaubar, ,-“ —
nicht abbaubar, ,e“ vorhanden, n. b. — nicht bestimmt; Restfarbigkeit im Ablauf bezogen auf
den 15. Betriebstag aus Kapitel 6.1.5.3)

Verbindung Anteil €max Quelle Abbaubarkeit Ablauf Anteil Rest-

im Feed [nm] (F, AN, farbigkeit Ablauf
[%] AE) Anaerob Aerob VISsg50m [%0]

RB5-0O - 585 F - - - -
RB5-OV 585 F + - - -
RB5-V 585 F + - - -
RB5-HO 585 F + - - -
RB5-HV 585 F + - - -
RB5-H 585 F + - - 4
RB5-H+DPBE 585 F + - - -
Di-RB5-H 585 F + - - -
RB-NH, 500 F + - - -
RB-OH 520 F + - - -
RB5-H+SO, 585 F + - - -
NAPB 270 F - + - -
Sulfanilsaure 270 F - + - -
DPBA 270 F - + - -
PBSA 270 F - + - -
ABSEESA 270 F - - °

ABSESA 270 F - + - -
NSA 300 F - + - -
NSDA 300 F - - ° -
TAHNDSpp+ 600 AN - - - -
TAHNDSpp; 595 AN - - ° 35
TAHNDSpp3 612 AE - - ° 15
TAHNDSpp, 593 AN - - ° 46
p-Base (PB) 270 AN - + - -
DPBE 270 AN - + ° -
VPB 270 AN - + - -
RB5-H-PB 570 AN + - - -
RB5-H-PB-2H 500 AN + - - -
UNK188 270 AN - + - -
UNK343 n. b. AN n. b. n. b. n. b. -
UNK371 n. b. AN - + ° -
UNK373 620 AN - + - -
UNK661 530 AN + - ° -
UNK584 n. b. AN + - - -
UNK386 (358) n. b. AN - - ° -

6.1.8 Vergleich der Entfarbung von Modell- und Realtextilabwassern

Eine Versuchsreihe mit dem hydrolysierten Farbstoff Reactive Black 5, der in zwei
Modellabwéassern und zwei realen Abwassern als Hauptfarbstoffkomponente vorlag, wurde
Uber einen Zeitraum von 69 Tagen durchgefiihrt. Eine gegliederte Darstellung der
Raumbelastungsparameter fir das anaerob-aerobe Behandlungsverfahren ist in Tabelle 44
angegeben. Im Vergleich zu den Modellabwéassern Nr. 1 und 2 waren die Farbstoffraum-
belastungen in den realen Abwassern aus Farbereibetrieben sehr viel geringer und lagen mit
DFZ-Werten von 390 und 415 im Bereich der wenig konzentrierten Mischabwasser. Die
CSB-Raumbelastung des Abwassers Nr. 4 war mit 1,29 g L d’ am héchsten (absoluter
CSB-Gehalt 16,1 g L™). Die Salzbelastungen der realen Abwésser lagen absolut bei 39,2

156



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

gnact LMund 8,7 gnazsos L' (Nr. 3) und 69,7 gnaci L7 und 3,3 gnazsos L (Nr. 4) und damit in
einem Bereich, der fiir biologische Behandlungsverfahren als problematisch gilt.

Neben der kontinuierlichen Zufihrung der Abwasser wurde dem anaeroben Bioreaktor in
drei Phasen Ethanol als Co-Substrat in unterschiedlichen Tagesmengen zugefiihrt (siehe
Abbildung 104), um die ausreichende Freisetzung von Redoxaquivalenten bei der anaeroben
Behandlung anzuregen und eine optimale Reduktion der Farbstoffraumbelastung zu
erzielen.

Tabelle 44: Ubersicht der Modell- und Realabwésser zur Behandlung im anaerob-aeroben-
Verfahren

Nr. p-Base *RB5 CSB DFZsss; NacCl Na,SO,
(V, HV, H)
Chargen- Raumbelastung
zulaufdauer
[d] [MML"'d"] [mML"'d"] [gL"'d"] [m'd"'] [gL'd"] [gL'd"]
1 20° 0,015 0,245 0,464 1300 2,27 0,23
2 8 0,026 0,553 0,664 2930 3,76 0,7
3 212 0,427 0,078 0,423 415 3,13 0,7
4 113 0,181 0,073 1,29 390 5,58 0,26

' _ Modellabwasser, 2 - Abwasser aus der Garnfarberei WGF-Wuppertal, 3 - Abwasser der
Textilveredelungsunion (TVU)

6.1.9 Stoffspezifisches Monitoring

Die quantitative Entwicklung des Farbstoffgehaltes und der Intermediate im aneroben
Bioreaktor ist in Abbildung 104 (links) illustriert und wurde mit dem zweiten Online-
Analyseverfahren mit Hilfe des LaChrom-Systems durchgefiihrt. Uber den Zeitraum von 69
Tagen ist dem Bioreaktor eine Stoffmenge von fast 12 mM Reactive Black 5 zugeflihrt
worden. Das Online-Monitoring zeigt, dass der Farbstoff zu keinem Zeitpunkt im Bioreaktor
nachzuweisen war. Neben der p-Base hatte TAHNDSpp; den hochsten Konzentrationsanteil
im anaeroben Bioreaktor, was auf die vollstindige Reduktion hindeutet. Zu Beginn der
Kreislaufphase gab es einen Anstieg des Redoxpotentials oberhalb des Schwellenwertes
(siehe Abbildung 105 , links), der zur Hydrolyse von TAHNDSpp; zu TAHNDSpp, flihrte.
Aufgrund des nicht optimalen Redoxpotentials in der letzten Phase des Betriebes, war
TAHNDSpp; nicht mehr nachweisbar. TAHNSDpps trug wie auch in den anderen
Versuchsreihen neben TAHNDSpps bzw. TAHNDSpp, wesentlich zur Farbigkeit bei.

O-p-Base -a- TAHNDS DP1 o TAHNDS DP2 ‘ -0 p-Base © TAHNDS DP2 -%TAHNDS DP4 ‘
— RB5-H theoretisch -8 TAHNDS DP4 —=—RB5-H —1,00
S micond 2 maayd T mLeodd E 0.90 1 2 3 Kreislauf, 4 >
12 -« 1 e 2 > 3 JKreislauf o 4 > ‘o 0,80 °
©
10 0,70 ° e
?
s 0,60 & o2
0,50 0o 49729
6 1 ' bl °e
A R
4 0,30 4 e 9 o o
2 0,20 Tlianl® ’
=iy iy
o 0,10 J& .ﬁﬂ .
= 12,5 25 37,5 50 62,5 75 0,00 &-Fmiimt = i
%’ Zeit [d] \—:‘,hydraulische Verweizeilzeit 0 12,5 25 37,5 50 62,5 7t [d]75

Abbildung 104: Stoffspezifisches Monitoring der Hauptverbindungen bei der Belastung mit
unterschiedlichen Abwassern (gemessen mit Online-HPLC-DAD, LaChrom-System), Rechts
- anaerober Bioreaktor, Links — aerober Bioreaktor
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Die kontinuierliche Zugabe von Ethanol zu Beginn der Versuchsreihe wirkte sich sehr positiv
auf das Redoxpotential aus, das bei —450 mV verblieb. Der Wechsel auf eine geringere
Menge von 1 mL pro Tag fuhrte auf einen Anstieg in den Bereich von —350 mV. Auch unter
Zulauf der Realflotte mit geringerer CSB-Belastung war eine vollstandige Reduktion des
Farbstoffes zu beobachten. Das farblich am geringsten belastete Abwasser mit der héchsten
CSB-Raumbelastung wurde im Redoxpotentialbereich von —200 bis — 300 mV noch
ausreichend reduziert.

Im aeroben Bioreaktor hatte zu Beginn der Versuchsreihe TAHNDSpp, den gréften Anteil an
der Restfarbigkeit, die sich ab dem 45. Betriebstag etwa gleichwertig auf TAHNDSpp, und
TAHNDSpp,4 verteilte (siehe Abbildung 104, rechts). Bei der Entwicklung der p-Base-Kon-
zentration war in der Anfahrphase und nach dem Kreislaufbetrieb vor Phase 4 ein leichter
Anstieg zu beobachten, der nach der Adaption der aeroben Stufe auf null sankt. In der Folge
traten an verschiedenen Tagen Stérungen beim Abbau von p-Base, die in Phase 2 mit einer
erhdéhten Raumbelastung des anaeroben Bioreaktors von 0,245 auf 0,553 mM L' d™" einher
gingen. In Zusammenhang damit stand auch die Erhdhung der Salzbelastung, die in
Abbildung 105 in ihrer zeitlichen Entwicklung fur beide Bioreaktoren dargestellt ist.

6.1.9.1 Einfluss der Salzbelastung

Mit Beginn der Phase 2 ist ein deutlicher Anstieg der NaCl-Konzentration im anaeroben und
aeroben Bioreaktor zu verzeichnen, der innerhalb einer hydraulischen Verweilzeitzyklus zu
einer Verdopplung der NaCl-Konzentration von 20 auf 40 g L™ filhrte. Im Anschluss an diese
Erhéhung war im aeroben Bioreaktor wieder der vollstdndige Abbau der p-Base zu
beobachten. Der Salzgradient wirkte sich wahrscheinlich hemmend auf Abbau von p-Base
aus im aeroben Bioreaktor. Auf die Reduktion im anaeroben Bioreaktor hatte er keinen
signifikanten Einfluss. Nach einer kurzen Adaptionsphase hatte sich die aerobe Bioz6nose
an die neuen Bedingungen angepasst. Da der Gradient der NaCl-Konzentration wesentlich
gréler war als der von Na,SO,, wird angenommen, dass er fir die temporare Hemmung
ursachlich war.

‘ O AN Salzgehalt B AE Salzgehalt — AE E0 —AN EO‘ —Feed NaCl B AN NaCl ® AE NaCl
100 450 Feed Na2S04 [ AN Na2504 O AE Na2504
0.-6.d 6.-20.d Realflotte Kreislauf Realflotte .80
90 13 mieoud'2mleoy d"28-49.0  49.55.d 55.68.d, |- 350 o
80 - 20.-28.d j r250 o o
70 tmbeond o b1 £ £907
) ©) R
2 60 - o 150 £ X
3 50 0 © %o | g B4
2 50 0 © S g EEgy 50 & 4
o 401 o m Sum 1150 X 301
© ] °
& 30 +-250 g
b Iongel 'S
20 7 + -350 0
10 | + -450 oj‘]@@gg goo O ©
0 === -550 ‘ ‘ ‘ ‘
0 125 25 35 50 625 75 zeit[] 0 12,5 25 37,5 50 625 00"
Abbildung 105: Summenparameter der Versuchsreihe: Links — Salzgehalte und

Redoxpotential; Rechts — Salzkonzentrationen von NaCl und Na,SO, in Feed, Anaeroben
(AN) und aeroben Bioreaktor (AE)

Die hohe Salzlasten flihren zu hohen osmotischen Driicken, die die lonengleichgewichte von
Zellen derart beeinflussen kdnnen, dass die abbaurelevanten Stoffwechselaktivitaten
gehemmt oder eingestellt werden [270]. Bei der anaeroben Behandlung (TS = 0,6 gsmm L)
des Farbstoffes Mordant Yellow (300 mg L) verminderte eine Salzbelastungen von 10 g L™
NaCl den Umsatz um 30 % und 20 g L™ NaCl um 55 % in bezug auf eine Referenzprobe
ohne Salzlast [270]. Noch signifikanter wirkt sich die Zugabe von Na,SO, auf den Umsatz
aus: 10 g L' Na,SO, vermindern ihn um 70 %, 20 g L' Na,SO, um 80 %. Andere
Untersuchungen zeigen den Einfluss von Sulfat und Nitrat auf die anaerobe Abbauleistung
von Reactive Red 141 [271]. Demnach haben Sulfatkonzentrationen von 1-10 mM keinen
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Einfluss auf die anaerobe Reduktion, Nitratkonzentrationen 5mM verringerten sie um etwa
30%.

Die vorliegenden Beobachtungen der Azofarbstoffreduktionsleistung des anaeroben
Bioreaktors und des aeroben Abbaus von p-Base zeigen, dass das anaerob-aerobe
Behandlungsverfahren auch bei sehr hohen Salzbelastungen betrieben werden kann.
Insbesondere bei der aerobe Biozdnose ist zu berlcksichtigen, dass Gradienten in der
Salzbelastung eine Adaptionsphase erfordern. Die hemmende Wirkung der Salzgradienten
war im anaeroben Bioreaktor in gleicher Weise nicht nachzuweisen. Fir den kontinuierlichen
Betrieb mit Abwassern, deren Salzbelastung sténdig wechselt, ist zu empfehlen, diese
vorher in einem Sammeltank zu vermischen, um den Salzgradienten moglichst klein zu
halten.

6.1.9.2 Abbauverhalten des Chemischen Sauerstoffbedarfs

Beim Vergleich des stoffspezifischen Abbauverhaltens von Modell- und Realabwassern
wurde auch der Abbau des Chemischen Sauerstoffbedarfs untersucht. Die organische
Belastung (CSB, TOC) der Realabwéasser geht hauptsachlich auf den Einsatz von Textil-
hilfsmitteln sowie von Chemikalien zuriick. Der Anteil der Farbstoffe am CSB liegt bei
Realabwassern aus Farbereien < 5 % [26]. Bei den Modellabwassern liegt der Anteil nahezu
bei 100%, wenn keine weiteren Chemikalien hinzugefliigt werden. In der Abwasser-
verordnung wird fir Konzentrate eine 80 %ige Reduktion der CSB-Belastung gefordert [9]-
[10]. Der Grenzwert fur die Einleitung von behandeltem Abwasser aus der indirekten
Einleitung liegt bei 160 mg L™.

Aufschluss Uber den CSB-Abbau gibt die Auswertung des Langzeitversuchs, der in
Abbildung 106 dargestellt ist. Wahrend der ersten Versuchsphase mit Modellabwasser
wurde der CSB im anaeroben BMR nur im Bereich < 20% Abbau reduziert, wobei der CSB-
Anteil des anfangs taglich zugefiihrten Ethanols (3 mL d™") mit 140 mg L™ zu vernachlassigen
war. In Phase 3 (Realwasser) wurde ein prozentualer Zuwachs des CSB festgestellt. Die
Ursache hierflr geht aus der Darstellung der absoluten CSB-Werte in der linken Darstellung
hervor. Die CSB-Raumbelastung der Phase 2 lag um etwa 3 g L™ héher als in Phase 2, was
aufgrund der hydraulischen Verweilzeit von 12,5 Tagen zu einer Verschleppung der hohen
Belastung fuhrte, die bezogen auf die aktuelle Raumbelastung in einem CSB-Zuwachs
resultierte. Gegen Ende der Phase 3 nahm dieser Zuwachs wieder deutlich ab.
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© 14 5 ]
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Abbildung 106: Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) des Zulaufs sowie im anaeroben und
aeroben Bioreaktor: Links — Absolute Konzentrationen; Rechts — CSB-Abbau bezogen auf
die Zulaufkonzentration im anaeroben (AN) und aeroben Bioreaktor (AE); (Vorzeichen:
Abbau +, Zuwachs -)

Bei der kontinuierlichen Zugabe des hoch-CSB-belasteten Realabwassers (62. — 75.
Betriebstag) stellte sich erstmalig ein stabiler CSB-Abbau im anaeroben Bioreaktor ein, der
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bei etwa 55% lag. Die Realflotte der TVU zeichnete sich durch eine geringe Farbigkeit und
durch einen hohen CSB sowie hohe Salzgehalte aus. Aufgrund des anaeroben CSB-Abbaus
ist anzunehmen, dass es sich bei den CSB verursachenden Verbindungen um leicht
abbaubare Schlichtemittel und Textilhilfsmittel handelt, die im Mischabwasser enthalten
waren.

Der eigentliche CSB-Abbau wurde insgesamt bei der oxidativen Behandlung im aeroben
BMR beobachtet. Hier lagen die Konzentrationen zwischen 1-4 (csg L' bei
Zulaufkonzentrationen aus dem anaerobern Bioreaktor von 4 bis 9 gcss L. Die prozentuale
Eliminierung des CSBs ist in Abbildung 106 (rechts) dargestellt. Im Zeitraum der ersten 30
Betriebstage konnte eine 80 %ige Eliminierung durch die aerobe Behandlung erzielt werden.
In den folgenden 20 Betriebstagen war ein Absinken auf etwa 45 % CSB-Abbau zu
beobachten, das mit der Zugabe des Realabwassers in Phase 3 einher ging. Es ist
anzunehmen, dass das Absinken des CSB-Abbaus auf einen hoheren Anteil an schlecht
abbaubaren CSB im Realabwasser zurtickzuflhren ist. Der hemmende Einfluss durch die
Steigerung des Salzgehaltes von etwa 35 g L™ auf 45 g L™ wurde am Abbau der p-Base in
diesem Zeitraum nicht beobachtet und ist damit nicht unbedingt auf das Absinken der CSB-
Abbaurate zu Ubertragen.

Bei der Behandlung weniger belasteter Mischabwésser mit einem CSB von 1,3 g L™ aus
Textilfarbereien mit vergleichbaren industriellen anaerob-aeroben Verfahren wurden 50 %
CSB-Abbau erreicht [135]. Der CSB-Abbau bei der anaerob-aeroben Behandlung von
Abwasserkonzentraten mit Farbstoffgehalten von bis zu 40 g L™ und Salgehalten von bis zu
80 g L™ lag bei 43 — 72 % [31]. Untersuchungen, bei denen ausschlieRlich Modellabwasser
mit Reactive Black 5 untersucht wurden, beschreiben CSB-Abbauraten von 15 % in
anaeroben Bioreaktoren und von insgesamt 90 % bei aerober Nachbehandlung [264].

Der CSB-Abbau in der vorliegenden Untersuchung liegt mit durchschnittlich 80 % Abbau nur
um 10 % darunter. Durch die eingesetzte Membranrickhaltung am aeroben Reaktor kann
der CSB-Abbau insgesamt auf 95 % erhoht werden und erflullt damit die gesetzlichen
Anforderungen zum geforderten CSB-Abbau von Konzentraten in Héhe von 80%.

6.2 Untersuchung synthetischer und realer Abwassern mit Reactive Orange
16

Der Farbstoff Reactive Orange 16 gehort neben Reactive Black 5 und Reactive Orange 107
zu der Farbstofftrichromie ,Marineblau“, die bei der Farbung von Baumwollfaser
beispielsweise in der Garnfarbung eingesetzt wird. Reactive Orange 16 wurde bereits in
Kapitel 5.1 (Seite 40) erwahnt. Seine Abbaubarkeit in realen Abwassern aus einer Farbung
mit Marineblau konnte in Kapitel 6.1.3.1 (Seite 128) gezeigt werden. Hier zeigt sich in
Abbildung 75 (Seite 130) ein ahnliches Verhalten ds Redoxpotentials bei Reative Orange 16
wie bei Reaktive Black 5. Im folgenden sind die Ergebnisse der Einzeluntersuchung von
Reactive Orange 16 dargestellt.

6.2.1 LC-MS-ldentifizierung von Inhaltsstoffen des Abwassers und seinen
Abbauprodukten

Reactive Orange 16 und seine Abbauprodukte wurden einer massenspektrometrischen
Analyse unterzogen. Die gewonnenen Diode-Array-Detektor-Chromatogramme werden im
Weiteren dargestellt. Die chromatographischen Peaks werden in den Chromatogrammen mit
Abkilirzungen der chemischen Namen und die nicht identifizierten Stoffe mit UNK (Unknown)
gekennzeichnet. Zur Ermittlung von Strukturen wurden LC-MS-Messungen mit Scan-lonen-
Modi, wie Full Scan Modus, Produktionen-Modus und Vorlauferionen-Modus durchgefuhrt. In
Tabelle 45 und
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Tabelle 46 werden die Zusammensetzung der Handelsware Reactive Orange 16, ihres
Hydrolysates sowie  die Abbauprodukte der anaeroben und aeroben Behandlung
zusammengefasst. Aus der massenspektrometrischen Untersuchung werden fur die
Inhaltstoffe des Abwassers chemische Strukturen abgeleitet. Die einzelnen Stoffe, ihr
Fragmentierungsverhalten und die Strukturvorschlage werden im Weiteren ausfihrlicher
besprochen.

Tabelle 45: Zusammensetzung der Handelsware Reactive Orange 16 und ihrer
Nebenverbindungen

TBAAc- | NH4Ac-
Methode | Methode

Reactive Orange 16 Orginal RO16-0O 573 8,7 7.0
Reactive Orange 16 Vinylform RO16-V 475 8,4 -
Reactive Orange 16 ohne Acetyl RO16-NA 451 7,2 8,2
Reactive Orange 16 Hydrolysat RO16-H 493 7,3 7,9
Naphthalinsulphonsaure NSA 208 7,8 7.0
Naphthalindisulphonsaure NDSA-a 288 8,0 -
NDSA-b 288 8,2 -
6-Acetylamino-4- NANSA 265 6,5 5,0
naphthalinsulphonsaure
6-Acetylamino-4-hydroxy-naphthalin-2- | NAHNSA 281 6,6 6,7
sulphonsaure
Olygomere Naphthalinsulphonsauren:
Dimer SNFC-2 426 8,7 ~8,6
Trimer SNFC-3 645 9,0 ~8,6
Tetramer SNFC-4 864 9,3 ~8,6
Pentamer SNFC-5 1083 9,5 ~8,6
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Tabelle 46: Abbauprodukte von Reactive Orange 16

2-(4-Aminobenzensulfonyl)- p-Base 201 25 -
ethanol

Sulfanilsaure s-acid 172 4.8 -
6-Acetylamino-3-dioxo-3,4-

dihydronaphthalinsulphonsdure NA-DAHNSApp, 295 6,4 6,5
6-Acetylo-3-amino-4-

hydroxynaphthalinsulphonsaure NA-DAHNSApp;3 296 - 2,7
6-Acetylamino-3,4-

dihydroxynaphthalinsulphonsdure | NA-DAHNSApp4 297 7,2 7,0
Hydroxysubstituierte

NA-DAHNSApRp+ NA-DAHNSApes 310 6,5 6,6
Kopplungsprodukt der p-Base mit

6-Acetylo-3-amino-4-

hydroxynaphthalinsulphonsaure | RO16-Derivat 493 7,0 6,6
6-Amino-3,4-dioxo-3,4-

dihydronaphthalin-2- DAHNSApp; 253 6,1 4,9
sulphonsaure

3,6-Diamino-4-

hydroxynaphtahlin-2- DAHNSApR; 254 - 2,5
sulphonsaure

6-Amino-3,4-

dihydroxynaphthalin-2- DAHNSAppR4 255 - 4.6
sulphonséaure

Hydroxysubstituierte

DAHNSApp/ DAHNSApps 268 6,0 4,7
UNK 242 UNK 242 243 71 -
UNK 225 UNK 225 226 6,2 51
UNK 478 UNK 478 479 8,2 7,2
UNK 688 UNK 688 - 7,8 ~9,0
UNK 871 UNK 871 - 8,2 ~9,5
UNK 565 UNK 565 - - ~11,0
UNK 156 UNK 156 - - ~12,5
UNK 214 UNK 214 - - ~13,5
UNK 606 UNK 606 - 7,3 5,8
UNK 662 UNK 662 - 7,5 7,6

6.2.1.1 Zusammensetzung der kommerziellen Handelsware Reactive Orange

16

Die Handelsform von Reactive Orange 16 enthalt neben dem Farbstoff auch andere Stoffe
wie Synthesenebenprodukte, anorganische Salze, wie NaCl und Na,SO,4, und Zusatzmittel.

Die Zugabe von

Loslichkeit und des

Ruhrverhaltens.

Naphthalinsulfonat-Formaldehyd-Sulfonate
Naphthalinsulphonate begleiten in Farbeprozessen monomere Naphthalinsulfonate, die als
Ausgangsmaterialien zur Synthese von SNFC verwendet werden oder in Nebenreaktionen

entstehen [268].

(SNFC)
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Die Zusammensetzung der Handelsware RO16 wird im Folgenden diskutiert. In Abbildung
107 ist ein Diode-Array-Detektor-Chromatogramm von Reactive Orange 16 dargestellt.

Contour Plot of 050616_R0O1G.wiff, Sample 3, (0,000 min to 15,000 min) M ax. 2417
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Abbildung 107: DAD-Chromatogramm der Handelsware Reactive Orange 16 (TBAAc-
Methode)

Die Handelsware enthalt neben dem Farbstoff (RO16-O) seine Vinylform (RO16-V),
Ausgangsstoffe zur Farbstoffsynthese (NAHNSA), Nebenprodukte der Synthese (NANSA),
polymere (SNFC) und monomere Naphthalinsulfonate (NSA, NDSA). Die genannten Stoffe
wurden massenspektrometrisch untersucht, sowohl im Negativ-, als auch im Positiv-lonen-
Modus. Alle zeigen mit negativer lonisierung bessere lonisierbarkeit als mit positiver
lonisierung. Der Farbstoff Reactive Orange 16 weist das typische Fragmentierungsverhalten
der Azobindung bei Azofarbstoffen auf Abbildung 108. Es wird eine sog. Azo-Typ-Spaltung
beobachtet, die auf der Spaltung der C-N-Bindung des Azofarbstoffes beruht. Nach
Literaturangaben erfolgt die Spaltung bei negativer lonisierung im Produktionen-Modus vor
allem auf der sulfonsauretragenden Seite des Molekiils [248]. Die Spaltung kann von einem
Wasserstoffatomtransfer zum Fragmention begleitet werden. In der Literatur wird auch die
Keto-Typ-Spaltung beschrieben, wobei die -N=N-Bindung gespaltet wird. Sie tritt bei ortho-
oder para-Hydroxy-Azoverbindungen auf, die in der tautomeren Ketohydrazonform vorliegen.
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Abbildung 108: Produktionenspektrum und Fragmentierungsweg von Reactive Orange 16
(RO16-0)

Analog zu RO16-0 erfolgt die Fragmentierung der Vinylform des Farbstoffes (RO16-V) mit
der Azo-Typ-Spaltung der Azobindung (Abbildung 109). Wie bei der orginalen Form des
RO16 wird das intensive lon m/z 279 und auRerdem das lon m/z 446 beobachtet, das durch
die Abspaltung von Ethylen, bzw. Kohlenmonoxid entsteht.

Im Fragmentierungsschema von RO16-NA findet sich ein intensives, aus der Azo-Typ-
Spaltung kommendes lon, das durch die Spaltung der Bindung auf der p-Base-Seite des
Moleklls entsteht (m/z 266) und ein weniger intensives lon aus der Azo-Typ-Spaltung auf
der sulphonsauretragenden Seite (m/z 238, Abbildung 109). Es werden auch die durch die
Keto-Typ-Spaltung gebildeten lonen gefunden (m/z 199, m/z 170, m/z 107).
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Abbildung 109: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von Reactive Orange
16. Links: Vinylform (RO16-V). Rechts: Reactive Orange 16 ohne N-Acetylgruppe
(RO16-NA)

In Abbildung 110 sind die Produktionenspektren und das Fragmentierungsschemata des
Ausgangsstoffes (NAHNSA) und des Nebenproduktes der Azofarbstoffsynthese (NANSA)
dargestellt. In beiden Produktionen treten intensive lonen auf, die durch die Eliminierung von
Schwefeldioxyd gebildet werden. Das lon m/z 80 entspricht der Abspaltung von SOj;". Das
Fragmention SO;" sowie die SO,-Eliminierung sind Hinweise auf die Sulphongruppe im
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Molekl. Die lonen m/z 237 im NAHNSA- und m/z 221 im NANSA-Produktionenspektrum
weisen auf die Abspaltung der Acetylgruppe aus Quasimolekilionen hin.
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Abbildung 110: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von: Links-6-
Acetylamino-4-hydroxy-naphthalin-2-sulphonsdure (NAHNSA) und rechts - 6-
Acetylamino-4-naphthalinsulphonsaure (NANSA)

In der Handelsware Reactive Orange 16 wurden 4 unterschiedliche olygomere
Naphthalinsulfonate mit Polymerisationsgrad von 2 bis 5 beobachtet: Dimer Cy1H14S20s,
Trimer C32H21S309, Tetramer Cy3H25S4042 und Pentamer Cs4H35S5045 (entspricht n=1-4 in
Abbildung 111).

-058

\_/

B SO3_ N

Abbildung 111: Struktur polymerer
Naphthalinsulphonate

Unter Einsatz des lonenpaarreagenzes TBAAc und der Kationsuppression wurden sie als
mehrfach geladenen lonen detektiert. lhre Ladung entspricht der Zahl von Sulphongruppen
im Molekul (SNFC-2: m/z 213, SNFC-3: m/z 215, SNFC-4: m/z 216, SNFC-5: m/z 217).
Ansonsten werden in Massenspektren weniger intensive Peaks der einfach geladenen
Quasi-Molekilionen oder niedriger, gewohnlich zweifach, geladenen lonen beobachtet. Die
einfach geladenen Polynatriumaddukte werden im Gegensatz zur Beobachtung von Storm
nicht detektiert [268]. Sie lassen sich dagegen in Massenspektren beobachten, die unter
Einsatz von Ammoniumacetat fir die chromatografische Trennung aufgenommen wurden.
Mit dieser Methode werden auch intensive Peaks von einfach geladenen (M-Na)-lonen und
Peaks der zweifach geladenen lonen beobachtet. In Abbildung 112 werden die Full-Scan-
Massenspektren  dargestellt, die mit beiden Methoden, TBAAc-Methode mit
Kationsuppression und NH;,Ac-Methode, entnommen wurden.
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Abbildung 112: Massenspektren polymerer Naphthalinsulphonate: TBAAc-Methode mit
Kationsupression: SNFC-2 (a), SNFC-3 (b), SNFC-4 (c), SNFC-5 (d), NH4Ac-
Methode: SNFC-2, SNFC-3 und SNFC-4 (e)

Auler den polymeren Naphtahlinsulphonaten lassen sich in der Handelsware einfach (NSA)

oder zweifach

(NDSA) sulphonierte Monomere beobachten. Die beiden Verbindungen

zeigen die typische flr sulphonierte organische Verbindungen SO;- und SO,-Abspaltung. Die
durch die Abspaltung entstehenden lonen weisen im Weiteren Kohlenmonoxid-Abspaltung
(M=28) auf, die zur Bildung eines stabilen Benzocyclopentadienylanions fihren (Abbildung

113).
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Abbildung 113: Massenspektrum und Fragmentierungsschema der monomeren
Naphthalinsulphonate. Links: Naphthalinsulphonsaure (NSA -) und rechts:
Naphthalindisulphonsaure (NDSA-isomer ,a“)

6.2.1.2 Produkte der Hydrolyse von Reactive Orange 16

Fir die anaerobe Behandlung wurde Reactive Orange 16 in die hydrolysierte Form und die
Vinylform Uberfuhrt. Das erhaltene Hydrolysat wurde der LC-MS-Analyse unterzogen. Nach
Literaturangaben unterliegen Azofarbstoffe unter alkalischen Bedienungen zwei mdglichen
Reaktionswegen: einer basenkatalysierten Eliminierung des Sulphonsaureesters zur
Vinylform oder einer Hydrolyse (Abbildung 114).
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Abbildung 114: Hydrolysewege des Farbstoffes Reactive Orange 16

Im Hydrolysat wurden die hydrolysierte Form des Farbstoffes (RO16-H) sowie die Vinylform
des Farbstoffes (RO16-V) beobachtet. Das Hydrolysat enthalt auch die desacetylierte Form
des hydrolysierten Farbstoffes (RO16-NA) und die in der nicht-hydrolysierten Handelsware
detektierten Stoffen: monomeren (NSA, NDSA) und polymere Naphthalinsulphonate (SNFC)
und Synthesenebenprodukte (NAHSA, NAHNSA). Die Fragmentierung des hydrolysierten
Farbstoffes wurde untersucht und ist in Abbildung 115 dargestellt. RO16-H zeigt eine fir
phenolische Strukturen typische Kohlendioxyd-Abspaltung [251] und Azo-Typ-Spaltung der

167




Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten
1V-9-042 537

Azobindung. AulRerdem wird eine SO,- und SOs-Abspaltung beobachtet. Das SOs-Fragment
wird als Neutralteilichen abgespaltet und tritt auch als Radikalion auf. Die
Sulphonylethanolgruppe wird unter der Wasserstoffibertragung aus dem Phenolring als
Neutralteilchen abgespaltet.

(0]
HO™ S o
o Ho/\§@N:N
(0]
-SO -0
m/z 492 2 m/z 412

(0}
\-212 )LNH -co

o 0§
m/z 280

)L NH m/z 464

B _EP| (492,00) CE (-40): 7,318 to 7,442 min from Sample 1 (050621_EPI_492) of 050621_EPI_... Max. 5,665 cps.

@)

279,5
5,5e5

5,0e5 - 491,5
4,5e5
4,0e5 4
3,5e5 -
3,0e5
237,5
2,5e5+
2,0e5

1,5e5 238,

463,8

412,0
1,0e5

5,0e4

A SO, S AT ha, L sy
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Abbildung 115: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von Reactive Orange
16 Hydrolysat (RO16-H)

6.2.1.3 Anaerobe Abbauprodukte von Reactive Orange 16

Die Abbauprodukte der anaeroben Behandlung wurden mittels zweier unterschiedlicher
chromatographischen Methoden erfasst, die bereits diskutiert worden sind. Die mit beiden
Methoden aufgenommenen DAD-Chromatogramme des anaerob behandelten Abwassers
sind in Abbildung 116 dargestellt. Mittels der ionenpaarchromatographischen Methode mit
Tetrabutylammoniumacetat lieBen sich nicht alle im Abwasser vorhandene Stoffe
nachweisen. Der Grund dafiir kann die Suppression der kationischen Verbindungen auf dem
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Kationaustauscher sein. Zur Detektion dieser Stoffe wurde eine Methode mit
Ammoniumacetat als Pufferzusatz an einer Phase mit polarer Selektivitat eingesetzt.
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Abbildung 116: DAD-Chromatogramme der Reaktionslésung aus dem anaeroben Reaktor
mit der TBAAc-Methode (oben) und mit der NH,Ac-Methode (unten)

Alle identifizierten Intermediate des anaeroben Abbaus von Reactive Orange 16 entstehen
durch die reduktive Azobindungsspaltung, wobei Phenylamino-Derivate (p-Base und
Sulfanilsaure) und  Aminohydroxynaphtahlin-Derivate =~ gebildet  werden. Unter
Naphthalinderivaten finden sich N-Acetylamino-hydroxyamino-naphtahlinsulphonsaure-
Derivate (als NA-DAHNSA gekennzeichnet), die in hydrolisierten und oxidierten Formen
vorliegen.  Weitere = Naphthalinderivate  sind  Hydroxydiamino-naphthalinsulphonat-
Verbindundungen (DAHNSA), die aus NA-DAHNSA durch Hydrolyse der Acetylaminogruppe
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zur Aminogruppe entstehen und analog zu NA-DAHNSA in hydrolisierter und oxidierter Form
auftreten. Als weiteres Abbauprodukt wird erstmalig ein Kopplungsprodukt der
Abbauprodukte (RO16-Derivat) beobachtet.

Zu den in Abb. 22 mit UNK bezeichneten Stoffen wurden wegen schwacher lonisierbarkeit
im Electrospray oder aufgrund weniger Strukturinformationen in den Produktionenspektren
keine Strukturvorschldge gemacht (Produktionenspektren: Anhang). Die mit Fragenzeichen
gekennzeichneten Peaks wurden massenspektrometrisch wegen ihrer Suppression am
Kationaustauscher nicht detektiert.

Die Fragmentierung der p-Base und der Sulfanilsdure wurde ebenso untersucht (Abbildung
116). Die p-Base spaltet Radikale HOCH,CH,: HOCH,CH,SO,- und Methanolteilchen ab.
Durch Umlagerung der Sulphonylgruppe SO, entsteht das Fragmention m/z 107. Die
Sulfanilsaure spaltet SO5; -lon und das Neutralteilchen SO, ab.
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Abbildung 117: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von p-Base und
Sulfanilsaure

Drei Acetylamino-hydroxyamino-naphtahlinsulphonsaure-Derivate sind im anaeroben
Reaktor zu beobachten: 6-Acetylamino-3-dioxo-3,4-dihydronaphthalinsulphonsaure (NA-
DAHNSApg;), 6-Acetylo-3-amino-4-hydroxynaphthalinsulphonsaure (NA-DAHNSApg;) und 6-
Acetyloamino-3,4-dihydroxynaphthalinsulphonsaure (NA-DAHNSApps).  Sie lassen sich
mittels NH;Ac-Methode nachweisen. Unter Einsatz TBAAc-Methode wird im anaeroben
Reaktor nur NA-DAHNSAp, detektiert.

Aus der Literatur wurde das Auftreten der Verbindungen NA-DAHNSA hergeleitet [257]. Die
durch reduktive Azobindung-Spaltung gebildete NA-DAHNSApp; wird in wassriger
Reaktionslosung zur NA-DAHNSApps hydrolysiert. Die beiden Verbindungen unterliegen
beim Kontakt mit Luftsauerstoff spontan einer Oxidation zu NA-DAHNSApp; und NA-
DAHNSApp, (Abbildung 117).
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Abbildung 118: Hydrolyse-

und Oxidationsprodukte von 6-Acetyloamino-3-Amino-3-

Hydroxy-Naphtahlinsulphonat (NA-DAHNSApe3)

Die Abbauprodukte NA-DAHNSApp/

und NA-DAHNSApp, wurden auch von

Stuber

beobachtet [257]. In seiner Arbeit wurden Untersuchungen zur Reduktion des Farbstoffes
Reactive Orange 16 mit Natriumdithionit durchgefiinrt. Ahnliche Verbindungen und ein
analoges Verhalten wurden bei Abbauprodukten anderer Farbstoffe mit dem ortho-Hydroxy-
substituierten Naphthalinring im Molekiil festgestellt [260].
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Abbildung 119: Produktionenspektren und Fragmentierungsschemata von NA-DAHNSApp,
(a), NA- DAHNSADP4 (b), NA-DAHNSADP3 (C)

Die Produktionenspektren der NA-DAHNSA-Verbindungen sind in Abbildung 118 dargestellt.
Das Massenspektrum von NA-DAHNSApp, wurde mit der TBAAc-Methode aufgenommen.
Die anderen Verbindungen konnten mit der NHjAc-Methode untersucht werden. NA-

DAHNSApp, fragmentiert mit der Abspaltung
Schwefeltrioxyd und einem N-Acetylaminoradikal.
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typisch fur phenolischen Verbindungen. Das SO3-Fragment und eine realtiv hohe Intensitat
des M+2-Isostop der Verbindung weisen auch auf das Vorhandensein der Sulphongruppe im
Molekul hin. Die Identifikation der Verbindung wird durch Literaturangaben bestatigt [257].
Die Produktionenspektren von NA-DAHNSApp; und NA-DAHNSApp; zeigen bei der zur
chromatographischen Trennung eingesetzten NHjAc-Losung weniger Produktionen. In
beiden Produktionenspektren werden Produktionen der Abspaltung von SO; und Ethanon
aus der Acetylgruppe beobachtet.

Die ortho-aminohydroxysubstituierte Naphthaline sind sehr reaktive Verbindungen und
kdnnen weiteren Reaktionen unterliegen. Sie sind am chinoiden Ring besonders in der 1,4-
Position Nukleophilen zuganglich. Sie reagieren teilweise spontan mit Lésungsmitteln wie
Wasser oder Alkoholen [257].

Im anaeroben Reaktor werden zwei Reaktionsprodukte von 6-Acetyloamino-3-imino-4-oxo-
3,4-dihydronaphthalin-2-sulphonsaure (NA-DAHNSApp1) gefunden: eine Verbindung mit
zusatzlicher Hydroxylgruppe am Naphthalinring von NA-DAHNSApp: (NA-DAHNSApes) und
ein Kopplungsprodukt der p-Base mit NA-DAHNSApp; (RO16-Derivat). NA-DAHNSApps
wurde bei Storm genau untersucht [Storm]. Zur Ermittlung der Struktur hat er Experimente
mit hochauflésenden MS-Geraten und mit deuterierten Molekilen durchgefihrt. Seine
Beobachtungen decken sich fast vollstdndig mit den in unserem Labor erhaltenen
Ergebnissen der MS-Untersuchung der Verbindung NA-DAHNSApps und bestatigen damit
den Strukturvorschlag.
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Abbildung 120: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von NA-DAHNSApps

Im Massenspektrum von NA-DAHNSApps treten intensive lonen m/z 229, m/z 202 auf
(Abbildung 120). Die Fragmente lassen sich entsprechend einem SO;- und CO-Verlust
zuordnen. Die Eliminierung der Masse von 27 weist auf das Vorhandensein einer Amino-
oder Iminogruppe am aromatischen Ring des Molekils hin. AuRerdem werden aus dem
Quasimolekilion m/z 309 das SO,-Teilchen (m/z 244), die Acetylgruppe (m/z 159) und das
Methanmolekul (m/z 213 und m/z 186) aus der N-Acetylaminogruppe der lonen m/z 229 und
m/z 202 abgespaltet. Bei Storm wurde statt des Fragmentions m/z 186, das Fragmention
m/z 187 beobachtet, das durch Methylradikalspaltung gebildet wurde. Die Position der
Hydroxylgruppe konnte nicht ermittelt werden.

Das RO16-Derivat entsteht wahrscheinlich durch den nukleophilen Angriff der p-Base am
Naphthalinring von NA-DAHNSApp1. Die Verbindung fragmentiert unter Eliminierung von
S0O;, SO, und HCN. In ihrem Spektrum findet sich das Fragmentierungsmuster von NA-
DAHNSApps wieder (Abbildung 121). Es sind im Massenspektrum das Quasimolekulion m/z
309 und die Fragmentionen m/z 229 sowie m/z 202 zu beobachten. Fragmentionen m/z 335
und m/z 293 bestatigen die Identifikation der am Naphthalinring des RO16-Derivats als
gekoppelten p-Base. Das Fragmention m/z 293 entsteht wahrscheinlich durch die Spaltung
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der Bindung zwischen dem Naphthalinkohlenstoffatom und Sauerstoffatom am p-Base-Rest
sowie durch die Wasserstoffiibertragung zum Napthalinring. Das Fragmention m/z 335 kann
durch die im Spektrum von p-Base gefundene Spaltung der Bindung zwischen dem
aliphatischen Kohlenstoffatom und Schwefelatom unter Wasserstoffubertragung zum
Schwefelatom gebildet werden.
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Abbildung 121: Produktionenspektrum und Fragmentierungsschema von RO16-Derivat

Weitere  Abbauprodukte, Hydroxydiamino-Naphthalinsulphonat-Derivate ~ (DAHNSA-
Verbindungen) entstehen durch die Hydrolyse der N-Acetylaminogruppe der NA-DAHNSA-
Verbindungen zur Aminogruppe. Sie liegen analog zu NA-DAHNSA in der nicht-
hydrolysierten (DAHNSApp3) und hydrolysierten, phenolischen (DAHNSApp4) sowie chinoiden
(DAHNSApR,) Form vor. |hr Auftreten lasst sich wie im Fall von NA-DAHNSA mit Hydrolyse
und Oxidationsreaktionen in der Reaktionslésung erklaren (siehe Abbildung 122).
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Abbildung 122: Hydrolyse- und Oxidationsreaktionen von  3,6-Diamino-4-
Hydroxynaphtahlin-2-sulphonsaure (DAHNSApp;)

Ahnlich wie bei NA-DAHNSA lieR sich mit der TBAAc-Methode nur ein DAHNSA-Derivat,
DAHNSApp, detektieren. Mittels der NHjAc-Methode wurden auch DAHNSApp; und
DAHNSApps beobachtet. In Abbildung 122 sind die Produktionenspektren der Verbindungen
dargestellt. Im Produktionenspektrum von 6-Amino-3,4-dioxo-3,4-dihydronaphthalin-2-
sulphonsaure (DAHNSA pp;) treten lonen auf, die durch die einfache und zweifache
Eliminierung von CO gebildet werden. Das weist daraufhin, dass der Analyt zur Gruppe der
Phenole oder Chinone gehort. Die CO-Eliminierung ist aber in den Massenspektren von 3,6-
Diamino-4-hydroxynaphtahlin-2-sulphonsaure (DAHNSADR3) und 6-Amino-3,4-
dihydroxynaphthalin-2-sulphonsaure (DAHNSApp4) nicht zu beobachten. Die intensivsten
lonen finden sich bei m/z 80 (SO3) im Massenspektrum von DAHNSApp; und bei m/z bei 174
(M-SO,) im Massenspektrum von DAHNSApp.

In den Proben aus dem anaeroben Reaktor wird auch ein Derivat der Verbindungen
DAHNSA mit einer zusatzlichen Hydroxylgruppe am Naphthalinring — 6-Amino-hydroxy-3-
imino-4-o0xo0-3,4-dihydronaphthalin-2-sulphonsaure (DAHNSApps) beobachtet. Die Position
der Hydroxylgruppe konnte nicht ermittelt werden. DAHNSApps weist ein &ahnliches
Fragmentierungsmuster wie NA-DAHNSApps auf (Abbildung 123). Im Produktionenspektrum
treten intensive Fragmentionen aus der Eliminierung von SO3; und HCN (m/z 187, m/z 160)
aus dem Quasimolekilion auf.
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Abbildung 123: Produktionenspektren und Fragmentierungsschemata von DAHNSApp, (a),
DAHNSADP3 (b), DAHNSADP4 (C) und DAHNSADP5 (d)

6.2.1.4 Aerobe Abbauprodukte von Reactive Orange 16

Die LC-MS-Untersuchungen des aerob behandelten Abwassers haben Veranderungen
seiner Zusammensetzung im Vergleich zur anaeroben Stufe gezeigt. Es werden intensive
Peaks gefunden, die nicht oder schwer im anaeroben Reaktor nachweisbar sind. Im
aeroben Reaktor wird der nahezu vollstidndige aerobe Abbau anderer Stoffe beobachtet.
Eine Ubersicht der Zusammensetzung des Abwassers gibt das in Abbildung 124 dargestellte
Diode-Array-Detektor-Chromatogramm einer Probe aus dem aeroben Reaktor, gemessen
mit der NH; Ac- und TBAAc-Methode.
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Abbildung 124: Diode-Array-Detektor-Chromatogramm einer Probe aus dem aeroben
Reaktor mit der TBAAc-Methode (oben) und NH;Ac-Methode (unten)* Die nicht
gekennzeichneten Peaks kommen aus den Abbauprodukten von Reactive Black 5

Unter den beschriebenen Verbindungen, die als NA-DAHNSA und DAHNSA bezeichnet
werden, lassen sich im aeroben Reaktor nur 6-Acetyloamino-3,4-
dihydroxynaphthalinsulphonsdure (NA-DAHNSApps) und 6-Amino-hydroxy-3-imino-4-oxo-
3,4-dihydronaphthalin-2-sulphonsaure (DAHNSApps) beobachten. Daraus kann abgeleitet
werden, dass die Hydrolyse der Aminohydroxy- und Iminooxonaphthalin-Derivate vollstandig
abgelaufen ist. Es sind keine chinoiden Verbindungen zu beobachten. Im aeroben Reaktor
finden sich auch die im anaeroben Reaktor detektierten Verbindungen wie RO16-Derivat und
olygomere Naphthalinsulfonate (SNFC).
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Die mit UNK bezeichneten Peaks konnten nicht identifiziert werden. Produktionenspektren
von UNK 688, UNK 871, UNK 662 und UNK 606 fliihren zu wenig Strukturinformationen tber
Fragmentionen niedrigerer Masse (Produktionenspektren: siehe Anhang). Die
Produktionenspektren der Verbindungen UNK 242 und UNK 225 sind in Abbildung 125
dargestellt.
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Abbildung 125: Produktionenspektren von UNK 242 (links) und UNK 225 (rechts)

Das Fragmention m/z 80 in den Produktionenspektren der unbekannten Verbindungen UNK
242 und UNK 225 und SO,-Abspaltung im Massenspektrum von UNK 242 sind ein Beleg flur
die Sulphonsauregruppe in den Quasimolekilenionen. Aus den Produktionenspektren von
UNK 225 konnten keine zusatzlichen Informationen gewonnen werden. Die Eliminierung von
H,O aus dem Molekulion m/z 242 im Massenspektrum von UNK 242 gibt Hinweise auf eine
Hydroxyfunktionen. Der intensive Peak des Fragmentions m/z 224 im Vergleich zum
Quasimolekilion m/z 242 in Produktionenspektren kann daflr sprechen, dass UNK 242 als
Wasseraddukt auftritt. Die Massendifferenz M = 28 konnte auf eine CO-Eliminierung
hinweisen. Das Fragmentierungsverhalten von UNK 242 ahnelt den
Fragmentierungsmechanismen von Naphthalinsulphonsaure-Derivaten. Trotzdem konnten
die detektierten Massen der Fragmentionen und Quasimolekilionen keiner Struktur
zugeordnet werden.

6.2.2 Monitoring der Entfarbung und stoffspezifische Zuordnung der UV-
VIS-Absorption

Die Untersuchung der UV-VIS-Absorption bei einer definierten Wellenlange ermdoglicht die
zur Einhaltung der nach der Abwasserverordnung Anhang 38 geforderte Entfarbung von
Abwasserkonzentraten zu  beurteilen. Die  spektroskopische Bestimmung des
Absorptionskoeffizienten zur Auswertung der Farbigkeit des Abwassers wird nach einem in
der Europaischen Norm DIN EN ISO 7887 Hauptabschnitt 3 vorgelegten Verfahren
durchgefiihrt. GemaR diesem Verfahren wird die Messung bei Raumtemperatur mittels UV-
VIS-Spektrometer bei drei verschiedenen Wellenlangen durchgefuhrt: 436 nm, 525 nm und
620 nm. Genauere Aussagen Uber die Entfarbeleistung der Entfarbeverfahren und den Anteil
einzelner Abwasserkomponenten an der Gesamtfarbigkeit kdnnen aufgrund der UV-VIS-
Informationen gemacht werden, die aus den Diode-Array-Detektor-Chromatogrammen
gewonnen werden. Die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit erfolgt anschlieRend
durch die massenspektrometrische Identifizierung der die Farbigkeit verursachenden Stoffe.

Die Entfarbeleistung wurde im anaeroben und aeroben Reaktor im Sichtbaren bei 436 nm
und bei 525 nm (entsprechend der Absorptionsmaxima des Farbstoffes) sowie die
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Absorption im ultravioletten Wellenlangebereich bei 270 nm mittels UV-VIS-Spektrometer
untersucht. Die stoffspezifische Zuordnung der Restfarbigkeit wurde aufgrund der aus der
LC-MS/MS-Messung gewonnenen Informationen durchgefuhrt. Entwicklung der UV-VIS-
Absorption im anaeroben Reaktor Abbildung 126 zeigt die zeitliche Anderung der UV-VIS-
Absorption im anaeroben Reaktor innerhalb des 31-tadgigen Versuches mit einer
kontinuierlichen Farbstoffzufuhr. Der Verlauf der gemessenen UV-VIS-Absorption blieb bis
zum 12. Betriebstag konstant. Zwischen dem 12. und 17. Betriebstag wies sie
Schwankungen im gelben und roten Bereich auf und zeigte nach dem 17. Betriebstag im
ultravioletten sowie im gelben und roten Wellenlangenbereich eine deutliche Veranderung
der Absorption. Eine Zunahme der Lichtabsorption war bei 270 nm von etwa 20 % und eine
Abnahme bei 436 nm und 525 nm von etwa 10 bis 40% zu beobachten. Nach dem 26.
Betriebstag wurde wieder eine Zunahme der Absorption im gelben und roten Bereich und
eine Abnahme im UV-Bereich festgestellt. Die Absorption bei 436 nm erreichte nach dem 30.
Betriebstag fast den maximalen Wert, bei 525 nm erhdhte sie sich auf das Niveau der ersten
Tagen des Versuches und bei 270 nm sank sie um etwa 10 %. Diese Entwicklung der
Absorptionsanderung ab dem 26. Betriebstag lasst sich auf die erhéhte Raumbelastung von
3,5 mML'd" im Bioreaktor zuriickzufilhren. Bei der im Bereich 0,7-2,8 mML'd™" liegenden
Raumbelastung wurde eine tendenzielle Abnahme der Farbigkeit des Abwassers
beobachtet.

Trotz der bis zu 40%-igen Entfarbung des Abwassers ist die Entfarbung nicht ausreichend
die durch den Gesetzgeber gestellten Anforderungen der 95%-ige Entfarbung von
Abwasserkonzentraten zu erflillen. Der Absorptionskoeffizient des Abwassers erreicht am
21. Betriebstag im sichtbaren Bereich bei der Wellenlange von 436 nm den in der ganzen
Messreihe niedrigsten Wert von 934 m™ und bei 525 nm den Wert von 672 m™. Damit ist die
nach der Abwasserverordnung Anhang 38 zugelassene Absorption des Abwassers im
gelben Bereich DFZ = 7 m™ und im roten Wellenl&ngenbereich bei DFZ = 5 m™ an der
Einleitungsstelle mehrfach tberschritten.
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Abbildung 126: Entwicklung der Anderung der Lichtabsorption im UV-
Bereich bei 270 nm und im VIS-Bereich bei 436 nm und 525 nm im
anaeroben Reaktor (oben) und die Raumbelastung des anaeroben
Bioreaktors (unten)
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Die stoffspezifische Ursache der Farbigkeit im anaeroben Reaktor wurde chromatographisch
untersucht. In Abbildung 127 und Abbildung 128 sind die am 11. und 21. Betriebstag
berechneten Anteile der einzelnen Stoffe an der Lichtabsorption im gelben, roten und im UV-
Wellenlangenbereich dargestellt. In dem sichtbaren Wellenlangenbereich bei 436 nm und
525 trugen am meisten die polymeren Naphthalinsulphonate zu der Gesamtfarbigkeit bei.
Andere Stoffe, wie DAHNSApp;, RO16-Derivat, RO16-Desacetyl, hatten einen viel
geringeren Anteil an der Lichtabsorption. NA-DAHNSApe; und NA-DAHNSARRs, sowie RO16-
Derivat und RO16-Desacetyl, die wegen der schlechten Trennung nicht als einzelne Stoffe
betrachtet werden konnten, hatten am 21. Betriebstag einen héheren Anteil an den bei 436
nm und 525 nm lichtabsorbierbaren Stoffen gegeniber dem 11. Betriebstag. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen des massenspektrometrischen MRM-
Monitorings der Stoffe im anaeroben Reaktor. Es wurde ein Anstieg ihrer Konzentration von
Beginn bis Ende des Versuches beobachtet.
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Abbildung 127: Stoffspezifische Zuordnung der Lichtabsorption bei 436 nm (links) und 525 nm
(rechts) am 11. Betriebstag und 21. Betriebstag

Am 11. Betriebstag wiesen p-Base, DAHNSApp,;, UNK RT 6.9 (eine unbekannte Verbindung)
und polymere Nahthalinsulphonate den héchsten Anteil an der UV-Absorption auf. Am 21.
Betriebstag hat sich der Anteil von NA-DAHNSApp;, NA-DAHNSApps, RO16-Derivat und
RO16-NA ahnlich wie bei der Absorption im sichtbaren Wellenlangenbereich gegentiber dem
11. Betriebstag deutlich erhéht. Am 21. Betriebstag wurde auch ein héherer Anteil an
monomeren Naphthalinsulphonaten im Vergleich zum 11. Betriebstag festgestellt. Am 21.
Betriebstag verteilt sich letztlich die UV-Absorption ungefahr gleich auf die im Diagramm
dargestellten Gruppen der Analyten.
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Abbildung  128:  Stoffspezifische = Zuordnung der
Lichtabsorption 270 nm am 11. und 21. Betriebstag

6.2.3 Entwicklung der UV-VIS-Absorption im aeroben Reaktor

Im aeroben Reaktor wurden drei 5-7-tagige Batchversuche durchgefihrt. Die Abbildung 129
zeigt den Verlauf der Lichtabsorption bei 270 nm, 436 nm und 525 nm innerhalb der
Versuche. Im ersten Versuch war am 2.-4. Betriebstag eine 5-10%-ige Abnahme der
Absorption in UV-, sowie in beiden sichtbaren Wellenlangenbereichen zu beobachten. Nach
dem 4. Betriebstag nahm die Absorption bei allen Wellenldangen zu. Eine &hnliche
Entwicklung der UV-VIS-Absorption wurde im zweiten Versuch beobachtet, wobei die VIS-
Absorption bis zum 2. Betriebstag um fast 20 % sank und nach dem 4. Betriebstag eine
Zunahme von etwa 15% aufwies. Innerhalb des dritten Versuches erfolgte Uber 7
Betriebstage eine sukzessive Zunahme der Lichtabsorption: im UV-Bereich um 10 % und im
VIS-Bereich um etwa 20 %.
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Abbildung 129: Entwicklung der Lichtabsorption im UV-Bereich bei 270 nm und im VIS-
Bereich bei 436 nm und 525 nm im aeroben Reaktor: 1. Versuch — (a, 2. Versuch - (b, 3.
Versuch - (c

Der Verlauf der Lichtabsorption im dritten Versuch wurde hinsichtlich der die Absorption
verursachenden Stoffe chromatographisch untersucht. Aus den entnommenen Dioden-Array-
Detektor-Chromatogramme konnte die UV-VIS-Absorption der Proben des 2. und 6.
Betriebstags in der aeroben Stufe stoffspezifisch zugeordnet werden, die zu der
Lichtabsorption bei den Wellenlangen 270 nm, 436 nm und 525 nm beitragen. Der Anteil an
der Gesamtfarbigkeit einzelner Stoffe oder Stoffgruppen (wegen niedriger Selektivitat der
Saule konnten nicht alle Analyte getrennt werden) ist in der Abbildung 130 dargestellt.
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Abbildung 130: Stoffspezifische Zuordnung der Lichtabsorption bei 436 nm (links) und 525 nm
(rechts) am 2. Betriebstag und 6. Betriebstag des 3. Versuches

Die Diagramme zeigen, dass die Hauptverursacher der Farbigkeit die polymeren
Naphthalinsulphonate, UNK 871 und noch im Reaktor vorhandene Abbauprodukte der
vorher durchgefliihrten Behandlung von Reactive Black 5 sind. lhr Anteil an der
Lichtabsorption bei den Wellenlangen 436 nm und 525 nm betragt zirka 90 %. Weitere
farbige Inhaltsstoffe des aeroben Bioreaktors sind monomere Naphthalinsulphonate,
unbekannte UNK 661 und UNK 606 sowie weitere Abbauprodukte von Reactive Black 5. Aus
den Diagrammen lassen sich aber keine deutlichen Veranderungen der Zusammensetzung
der Proben vom 2. gegenuber dem 6. Betriebstag ableiten. Sie werden mittels des
massenspektrometrischen MRM-Monitorings verfolgt.

Abbildung 131 zeigt die stoffspezifische Zuordnung der UV-Lichtabsorption am 2. und 6.
Betriebstag. Den groten Anteil an der UV-Lichtabsorption hatten, wie im sichtbaren
Wellenlangenbereich, die polymeren Naphtahlinsulphonate, UNK 871 und Abbauprodukte
von Reactive Black 5. Am Ende des Versuches war ein vollstadndiger Abbau von p-Base zu
beobachten. Gleichzeitig nahm am 6. Betriebstag im Vergleich zum 2. Betriebstag der Anteil
an anderen Abbauprodukten und Synthesenebenprodukten des Farbstoffes zu.
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Abbildung 131:  Stoffspezifische = Zuordnung der
Lichtabsorption bei 270 nm am 2. Betriebstag und 6.
Betriebstag des 3. Versuches
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6.2.4 Massenspektrometrisches Monitoring der Einzelstoffe

Der Verlauf der Konzentrationen des Farbstoffes, seiner Nebenverbindungen und der
Abbauprodukte der anaeroben und aeroben Behandlung im Batch-Versuch und im
kontinuierlichen Betrieb wurden Uberwacht. Fuir das Monitoring der Stoffe wurde eine Online-
HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS- Analysenmethode eingesetzt. Die quantitative Ermittlung
einzelner Stoffe erfolgte offline und online unter Einsatz des Multiple-Reaction-Monitoring-
Modus (MRM) oder Full-Scan-Modus (EMS). Jede Online-Messreihe bestand aus einer
Messung mit dem MRM-Modus, einer mit dem EMS-Modus, einer Messung der
StandardIésung zur Kontrolle der Empfindlichkeit der Messungen, einer Blank-Messung und
einem Spilschritt. Die Messreihen erfolgten jeweils in 4-8-stiindigen Zeitabstanden. Die
Einzelstoffkonzentrationen wurden als integrierte Peakflache von Diode-Array-Detektor
[mMAU*min] und MS/MS-Detektor [cps*min] ausgedrickt und als absolute oder relative Werte
angegeben. Eine Ubersicht der zum Monitoring verwendeten einzelnen Stoffe Modi befindet
sich im Anhang.

6.2.4.1 Anaerobe Behandlung

Der Abbau des hydrolysierten Farbstoffes (RO16-H) und seiner Vinylform (RO16-V) wurde
im Batch-Versuch und bei der kontinuierlichen Betriebsweise untersucht. Fir den Batch-
Versuch wurde der anaerobe Bioreaktor mit zirka 35 L aus dem Abbau der Trichromie
stammenden Schlammes und 5 L des Reactive Orange 16-Hydrolysat aufgefiillt. Der
Versuch wurde ohne Ethanolzugabe zur Redoxpotentialsteuerung gefiihrt. Der Abbau des
Farbstoffes wurde untersucht.

Wie Abbildung 132 zeigt, wurden der hydrolysierte Farbstoff sowie seine Vinylform innerhalb
von 2 Tagen vollstandig abgebaut. Den Farbstoffabbau begleitet innerhalb der zwei Tage
eine deutliche Zunahme der Konzentration seines Abbauproduktes, p-Base. Das
Vorhandensein der p-Base im Reaktor am Anfang des Versuches war darauf
zurlckzufuhren, dass sie auch im Schlamm aus der Behandlung von Reactive Black 5
vorhanden war. Aus der Darstellung der relativen Konzentration der Farbstoff-Derivate als
Funktion des Redoxpotentials (Abbildung 132- links) kann abgeleitet werden, dass der
Farbstoff unter dem Schwellenwert -310 nicht mehr im anaeroben Reaktor detektierbar war.
Das Ergebnis wurde in einem Versuch mit einer kontinuierlichen Arbeitsweise bestatigt.
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Abbildung 132: Online-MRM-Monitoring des Farbstoffes und des Redoxpotentials im
anaeroben Bioreaktor im Batch-Versuch. Links: Zeitliche Entwicklung von RO16-H, RO16-
V, p-Base und Redoxpotential. Rechts: Korrelation von RO16-H und RO16-V mit dem

Redoxpotential

Es war bemerkenswert, wie sich im Lauf des Versuches das Redoxpotential entwickelte.
Innerhalb der ersten 2 Tage war ein spontaner Abstieg und nach 5 Tagen wieder ein Anstieg
des Redoxpotentials zu beobachten. Das Absinken des Redoxpotentials und die Abnahme
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der Konzentration des Farbstoffes innerhalb der zwei ersten Tage des Versuches
korrelierten mit der Zunahme der Konzentration der Abbauprodukte des Farbstoffes
(Naphthalinsulphonsaure-Derivate). Die Konzentration von NA-DAHNSApp2 NA-DAHNSApps
sowie DAHNSApp, und DAHNSApps Nnahm bis zum zweiten Tag des Versuches deutlich zu.
Es wurde weiter beobachtet, dass die relativen Konzentrationen von NA-DAHNSApp, und
DAHNSApp, am 3. Betriebstag abnahmen und auf einem niedrigeren Niveau bis zum 5.
Betriebstag verweilten. Am 7. Betriebstag erreichten die Stoffe ihre maximale Konzentration
und sanken danach wieder. Die Abnahme ihrer Konzentration korreliert mit der
Redoxpotentialabnahme.

Die Verlaufe der Konzentrationen von NA-DAHNSApps und DAHNSApps wiesen keine
Abnahme zwischen dem 3. und 5. Betriebstag auf. Stattdessen wurde eine weitere Zunahme
beobachtet, obwohl die Steigung ihrer Kurven in diesem Zeitraum geringer als an anderen
Tagen war. Die maximalen Werte erreichten DAHNSA pps am 6. und NA-DAHNSApps am 7.
Betriebstag. Die Zunahme des Redoxpotentials nach dem 6. Betriebstags konnte durch die
steigende Konzentration der oxidierten Naphthalinderivaten erklart werden: NA-DAHNSApp,
DAHNSApp2, NA-DAHNSApRps und DAHNSARpRs. Die Bildung der Abbauprodukte am 5. und 6.
Betriebstag, die wahrscheinlich durch die Feed-Sauerstoffzufuhr zum anaeroben Reaktor
ausgeldst wurde, kénnte die Zunahme des Redoxpotentials verursacht haben. Wie in Abb.
39 (rechts) gezeigt, waren die Abbauprodukte vor allem bei dem niedrigen Redoxpotential im
Reaktor vorhanden. Gleichzeitig waren die hochsten Konzentrationen der Stoffe bei -300 mV
bis -200 mV zu detektieren.

Es kann angenommen werden, dass bei sinkender Konzentration von DAHNSApp2 und NA-
DAHNSApp; die entsprechenden reduzierten Derivate gebildet wurden. Dartber hinaus kann
keine genaueren Aussagen gemacht werden, da die diese Verbindungen mit der zum
Online-Monitoring eingesetzten TBAAc-Methode nicht quantitativ detektiert werden konnten.
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Abbildung 133: Online-MRM-Monitoring der Hauptprodukte des Farbstoffes RO16-H im
Batch-Versuch. Links: Zeitliche Entwicklung der Abbauprodukte. Rechts: Korrelation mit dem
Redoxpotential

Der Farbstoff und seine Abbauprodukte wurden auch im Kkontinuierlichen Betrieb bei
unterschiedlicher Raumbelastung von 0,5 bis 3,5 mML"d™" und Co-Substratzugabe (Ethanol)
zur Redoxpotentialsteuerung untersucht. Die Betriebsparameter des anaeroben Reaktors
sind in Abbildung 134 graphisch dargestellt.
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Abbildung  134: Betriebsparametern des anaeroben
Bioreaktors

Wie bereits im Batch-Versuch ermittelt, konnte eine Korrelation des Farbstoffabbaus mit der
Redoxpotentialentwicklung im anaeroben Bioreaktor auch wahrend des kontinuierlichen
Betriebes beobachtet werden. Die Darstellung in Abbildung 130 zeigt, dass zum
vollstandigen Abbau des Farbstoffes ein Redoxpotential von unterhalb -320 mV erforderlich
war. Beim Uberschreiten dieses Wertes lieR sich am 10., 13.-16. und 31. Betriebstag der
unabgebaute hydrolysierte Farbstoff sowie seine Vinylform im Reaktor nachweisen. Der
Anstieg der Farbstoffkonzentration kann auch auf die hohe Raumbelastung von 2,5 mML™'d"
am 13. — 15. Betriebstag zurlckfuhrt werden (siehe Abbildung 134), die zu einer Erhdhung
des Redoxpotential beigetragen hat. Da ab dem 12. Betriebstag keine Ethanolzugabe
erfolgte (Abb. 40), konnte das Redoxpotential am 13. — 15. Betriebstag auf dem niedrigen
Niveau nicht gehalten werden.

In Abbildung 135 ist der Verlauf der Konzentration von einem Abbauprodukt, der p-Base
dargestellt. p-Base zeigte einen Anstieg der Konzentration bis zum ungefahr 20. Betriebstag,
danach blieb ihre Konzentration konstant und nach dem 23. Betriebstag konnte ein geringes
Absinken bis zum Ende des Versuches beobachtet werden, was auf die Bildung des RO16-
Derivats zurlckfuhrt werden konnte.
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Abbildung 135: Online-MRM-Monitoring des Farbstoffes und des Redoxpotentials im
anaeroben Bioreaktor mit kontinuierlicher Farbstoffzufuhr. Links: Zeitliche Entwicklung von
RO16-H, RO16-V, p-Base und Redoxpotential. Rechts: Korrelation von RO16-H und RO16-V
mit dem Redoxpotential
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Das Monitoring des RO16-Derivats und anderer Hauptprodukte des Farbstoffes sind in der
Abbildung 136 dargestellt. Die gewonnenen Ergebnisse der MRM-Messung von
Abbauprodukten wurden jeweils auf die Peakflache ausgewahlter Peaks aus der Messung
des Standards bezogen, die der Messung der zu untersuchenden Probe zeitlich entsprach.
Die Messungen der Proben aus dem anaeroben Reaktor waren gegenuber den Messungen
der Standardlésung um 0,5 bis 1 Stunde verzdgert. Der Bezug auf die Standardmessung
ermoglicht, die Fehler der in den langeren Zeitbereichen schwankenden Empfindlichkeit der
massenspektrometrischen Messung zu korrigieren.

RO16-Derivat, NA-DAHNSApps und NA-DAHNSApps zeigten eine ahnliche Entwicklung der
Konzentration im anaeroben Reaktor (Abbildung 136, links). Vom 13. bis zum 15.
Betriebstag wurden niedrige Konzentrationen der Abbauprodukte beobachtet, die
anschlief3end stark anstiegen. Bis zum letzen Tag des Versuches blieb die Konzentration der
Stoffe mit Schwankungen auf ungefahr gleichem Niveau. Der Anstieg ihrer Konzentration am
13.-15. Betriebstag kann auf das hohe Redoxpotential sowie die erhéhte Feedzugabe
zurtckgefuhrt werden.

Die Verlaufe der Konzentration von DAHNSApr>, und DAHNSApps waren sehr ahnlich. Aus
den Verlaufen konnte aber keine deutliche Tendenz der Anderung der Konzentrationen
abgeleitet werden (Abbildung 136, rechts). Es wurde festgestellt, dass die hdchste
Konzentration den relativ niedrigen Werten des Redoxpotentials entsprach, bei welchem
auch der Farbstoff vollstdndig abgebaut wurde. Der Verlauf der Konzentration von
DAHNSApp,4, die mdglicherweise mit der Konzentration von DAHNSApp, negativ korreliert,
konnte aber mit der zum Online-Monitoring eingesetzten TBAAc-Methode nicht ermittelt
werden.
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Abbildung 136: Online-MRM-Monitoring der Intermediate im anaeroben Bioreaktor bei
kontinuierlichem Betrieb. Links: NA-DAHNSApp,, NA-DAHNSApps, RO16-Derivat, rechts:
DAHNSAppz, DAHNSApps

In Abbildung 137 ist der Verlauf der Naphthalinsulphonate dargestellt: in der linken
Abbildung der Verlauf der monomeren Napthalinsulphonate, wie NSA, isomerische NDSA-a
und NDSA-b und in der rechten Abbildung der Verlauf der Oligomere SNFC-2, SNFC-3 und
SNFC-4. Die nahezu konstanten Konzentrationen der monomeren Naphthalinsulphonate
wiesen darauf hin, dass sich diese Verbindungen anaerob nicht abbauen lieRen. Mit
Ausnahme der ersten Tage des Versuches, an welchen die Konzentration zunahm, blieb sie
nachfolgend auf ungefahr gleichem Niveau. Die polymeren Naphthalinsulphonate zeigten
eine leichte Zunahme der Konzentration ab dem ersten Betriebstag bis zum Ende des
Versuches. Die hohen Schwankungen der Messung sind auf die schwache
chromatographische Trennung der polymeren Naphthalinsulphonate und das starke
Peaktailing zurtickzufiihren.
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Abbildung 137: Online-MRM-Monitoring der Naphthalinsulphonate im anaeroben Bioreaktor
bei kontinuierlichem Betrieb. Links: NSA, NDSA-a, NDSA-b, rechts: SNFC-2, SNFC-3, SNFC-
4

6.2.4.2 Aerobe Behandlung

In der aeroben Stufe wurden die Abbaubarkeit der Inhaltsstoffe des Abwassers und die
Bildung von Abbauprodukten in drei Batch-Versuchen untersucht. FUr den ersten Versuch
wurden 25 L aerobem Schlamm aus dem vorhergehenden Versuch zum Abbau einer
Farbstoff-Trichromie 5 L Abwasser aus dem Ablauf des anaeroben Reaktors zugegeben, das
hauptsachlich Abbauprodukte des Farbstoffes Reactive Orange 16 enthielt. Fir die nachsten
beiden Versuche wurde dem Reaktor 10 L Abwasser entnommen und jeweils 10 L Ablauf
des anaeroben Reaktors zugegeben. Zur Untersuchung des Batch-Prozesses wurden
massenspektrometrische Online- sowie Offline-Messungen eingesetzt. Die Online-
Messungen wurden unter Einsatz der TBAAc-Methode durchgefihrt. Beim Offline-Monitoring
wurden sowohl die TBAAc- als auch die NH;Ac-Methode eingesetzt.

Die linke Darstellung in Abbildung 138 zeigt das Online-MRM-Monitoring des RO16-
Abbauproduktes der anaeroben Behandlung im aeroben Reaktor - DAHNSApp,. Im ersten
und zweiten Versuch wurde der nahezu vollstandige Abbau von DAHNSApp; beobachtet. Im
dritten Versuch konnte eine geringe Konzentration der Verbindung nachgewiesen werden.
Die anderen DAHNSA-Derivate, die im anaeroben Reaktor mit der NHsAc-Methode zu
beobachten waren, DAHNDSApp; und DAHNSApRRs, konnten im aeroben Reaktor nicht mehr
gefunden werden. DAHNSApps, das hydroxylierte Derivat der DAHNSA-Verbindungen,
wurde im aeroben Reaktor nur teilweise abgebaut. In allen Versuchen zeigte sich ein
ahnlicher Verlauf der Konzentration von DAHNSApps: am Anfang eine Zunahme der
Konzentration und anschlielend eine leichte Abnahme bis zum Ende des Versuches.
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Abbildung 138: Online-MRM-Monitoring der Intermediate im aeroben Bioreaktor. Links:
DAHNSApp, im 1. und 2. Versuch. Rechts: DAHNSAppsim 1., 2. und 3. Versuch

Von den Verbindungen der NA-DAHNSA-Reihe wurde im aeroben Reaktor nur NA-
DAHNSApps detektiert. NA-DAHNSApp; und NA-DAHNSApp, wurden im aeroben Reaktor
nicht nachgewiesen. Die Konzentration von NA-DAHNSApp,; nahm innerhalb der drei
Versuche ab Abbildung 139, links). Das mit einer zusatzlichen Hydroxylgruppe substituierte
NA-DAHNSA-Derivat, NA-DAHNSApps, zeigte einen sehr schnellen Abbau. Die Ergebnisse
der Offline-Messung sind in Abbildung 139 (rechts) dargestellt.

Sulfanilsdure zeigte einen ahnlichen Konzentrationsverluaf wie NA-DAHNSApps. In jedem
der durchgefiihrten Batch-Versuche wurde diese Verbindung innerhalb von 2-3 Tagen
vollstdndig abgebaut (Abb. 47-links).
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Abbildung 139: Monitoring der Intermediate im aeroben Bioreaktor. Links: Offline-MRM-
Monitoring von NA-DAHNSApp4. Rechts: Offline-MRM-Monitoring von NA-DAHNSApps

Auch p-Base wurde nach 2-3 Betriebstagen im aeroben Reaktor nicht mehr detektiert (siehe
Abbildung 140). Die schnelle Abbaubarkeit der p-Base unter den aeroben Bedingungen ist
aus der aeroben Behandlung der anaeroben Abbauprodukte von Reactive Black 5 bekannt.
Die relative Konzentration des Derivates von p-Base, RO16-Derivat, zeigte eine
abnehmende Tendenz im 1. und 3. Versuch. Im 2. Versuch blieb die Konzentration der
Stoffe nahezu konstant.
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Abbildung 140: Offline-Monitoring der Intermediate im aeroben Bioreaktor. Links: DAD-
Monitoring von p-Base. Rechts: MRM-Monitoring von R016-Derivat

Das monomere Naphthalinsulphonat NSA zeigte eine Abnahme der Konzentration im Laufe
der Versuche (Abbildung 141, rechts). Im ersten Versuch war der Abbau relativ langsam. In
den darauf folgenden Versuchen wurde NSA innerhalb von 1-2 Tagen fast vollstdndig
abgebaut. Im Gegensatz dazu wiesen die beiden beobachteten zweifach sulphonierten
monomeren Naphthalinsulphonate, NDSA-a und NDSA-b, keine bedeutsame Anderung der
Konzentration in allen durchgefihrten Versuchen auf. Analog war bei den polymeren
Naphthalinsulphonaten kein Abbau in aeroben Batch-Versuchen zu beobachten.
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Abbildung 141: Offline-Monitoring der Intermediaten im aeroben Bioreaktor. Links: Offline-
MRM-Monitoring von Sulfanilsdure. Rechts: EMS- (1. Versuch) und MRM-Monitoring von
NSA (2. und 3. Versuch)

Das Monitoring der nur im aeroben Reaktor nachgewiesenen Verbindungen UNK 662 und
UNK 606 zeigte eine deutliche Zunahme der Konzentration in allen durchgefiihrten Batch-
Versuchen. In Abbildung 142 sind die Verlaufe der Peakflachen aus dem EMS-Monitorring
beider Verbindungen in den einzelnen Versuchen dargestellt. Die Konzentration von UNK
606 stieg bis zum 3. - 4. Betriebstag deutlich an und blieb dann konstant oder nahm bis zum
Ende des Versuches leicht ab. UNK 662 bildete sich im 1. Versuch erstmalig nach dem 2.
Betriebstag, wobei die Konzentration an den folgenden Tagen bis zum Ende des Versuches
kontinuierlich anstieg.

Die Konzentration anderer unbekannter Verbindungen wie UNK 225 und UNK 242 blieb
nahezu konstant. Da diese Verbindungen im aeroben Reaktor bereits vor dem Versuch
vorhanden waren, ist es nicht eindeutig festzustellen, ob die aerobe Behandlung des
Abwassers aus dem anaeroben Ablauf zur Bildung dieser Verbindungen beitrug.
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Abbildung 142: Offline-EMS-Monitoring der Intermediaten im aeroben Bioreaktor von: UNK
606 (links) und UNK 662 (rechts)

6.2.4.3 Anaerobe/Aerobe Abbaubarkeit der Intermediaten

Aus dem stoffspezifischen Monitoring konnte die Abbaubarkeit der Intermediaten der
biologischen Behandlung in der anaeroben und aeroben Stufe abgeleitet werden. Die
Abbaubarkeit der Feedkomponente und Intermediaten wurde in Tabelle 47 dargestellt.

Die gute anaerobe Abbaubarkeit zeigten der hydrolysierte Farbstoff (RO16-H) und die Vinyl-
Form des Farbstoffes (RO16-V). Auch Spuren der orginallen Form des Farbstoffes in seinem
Hydrolysat wurden anaerob vollstandig abgebaut. Keine anderen Intermediaten liel3en sich
anaerob abbauen. DAHNSApp, und DAHNSApps wiesen eine schwankende korrelierte mit
den gemessenen Redoxpotentialswerten Abbaubarkeit auf. Andere Naphthalinsulphonsaure-
Derivate wurden anaerob nicht abgebaut oder konnten mit der eingesetzten
chromatographischen Online-Methode nicht untersucht werden.

p-Base, Sulfanilsdure und Naphthalinsulphonsdure (NSA) wurden aerob vollstandig
abgebaut. Die vollstandige Abbaubarkeit war auch bei NA-DAHNSApps, NA-DAHNSApp,
sowie DAHNSApps zu beobachten. Die gefundenen im anaeroben Reaktor NA-DAHNSApp,
NA-DAHNSAprs, DAHNSApp; und DAHNSARR, wurden im aeroben Reaktor kaum detektiert.
RO16-Derivat und DAHNSApps wurden aerob nur teilweise abgebaut.

Zwei unbekannten Verbindungen UNK 606 und UNK 662 wurden als Produkte der aeroben
Behandlung identifiziert. Es wurde die Zunahme der Konzentration der Stoffe im aeroben
Reaktor beobachtet.

Polymere Naphthalinsulphonate SNFC-2, SNFC-3, SNFC-4 und SNFC-5 liel3en sich weder
anaerob weder aerob abbauen. Auch die monomeren Napthalinsulphonate NDSA sowie die
unbekannten UNK 225, UNK 242, UNK 688, UNK 871 und UNK 565 wurden kaum
abgebaut.
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Tabelle 47: Anaerobe/Aerobe Abbaubarkeit von Feedkomponeneten und Intermediaten

RO16-0O
RO16-H
RO16-V
RO16-NA
NSA
NDSA-a
NDSA-b
NANSA
NAHNSA
SNFC-2
SNFC-3
SNFC-4
SNFC-5
p-Base
s-acid -
NA-DAHNSApp, | - -
NA-DAHNSApp; | - -
NA-DAHNSAprs | - -
NA-DAHNSApps | - -
RO16-Derivat - -
DAHNSApp> - -
DAHNSAppR; - -
DAHNSApp4 - -
DAHNSApps - -
UNK 242 - -
UNK 225 - -
UNK 478 - -
UNK 688 - -
UNK 871 - -
UNK 565 - -
UNK 156 - -
UNK 214 - -
UNK 606 - -
UNK 662 - - -

+ vorhanden, abbaubar, - nicht vorhanden, nicht abbaubar, ~ schwankende Abbaubarkeit, ?
nicht ermittelt
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6.2.5 Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffes

Der gesamte organische Kohlenstoff TOC (engl.: total organic carbon) ist ein
Summenparameter in der Wasser- bzw. Abwasseranalytik und spiegelt die Belastung des
Abwassers mit organischen Stoffen wieder. Der TOC wird durch katalytischen Aufschluss
der Probe bestimmt. Zuerst wird der anorganische Kohlenstoff (Kohlensaure und Carbonate)
durch Ansauern ausgetrieben. Dann wird die Probe erhitzt und die organischen
Kohlenstoffverbindungen zu Kohlendioxid umgesetzt und photometrisch gemessen.

Die TOC-Werte wurden im anaeroben und aeroben Reaktor ermittelt. Die Abbildung 143
zeigt den Verlauf den TOC-Werten im anaeroben Reaktor. Im Batch-Versuch war ein
ungefahr 15%-ige TOC-Abbau zu beobachten. Die TOC-Werten nahmen im kontinuierlichen
Versuch bis zum 10. Betriebstag ab, dann aber nahmen sie zu, und nach 23. Betriebstag
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nahmen sie wieder ab. Der Zunahme der TOC-Werten ist wahrscheinlich auf die erhdhte
Raumbelastung zurtickzufiihren. Sie korreliert auch mit dem Anstieg der Konzentration von
NA-DAHNSApp2, NA-DAHNSApps, RO16-Derivat (siehe Abbildung 136).
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Abbildung 143: TOC-Werten-Verlauf im anaeroben Reaktor. Links: TOC im Batchversuch.
Rechts: TOC und Feedzugabe im kontinuierlichen Versuch

Im aeroben Reaktor wurde keine deutliche Verdnderung der TOC-Werten beobachtet
(Abbildung 144).
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Abbildung 144: TOC-Werten-Verlauf im
aeroben Reaktor

6.2.6 Abbauleistung der anaeroben Reaktor mit nicht immobilisierten
Bakterien

Zur Beurteilung der Abbaubarkeit von Intermediaten und der Entfarbeleistung der aeroben
Stufe mit den nicht tragerfixierten Kulturen wurden zwei Batch-Versuche in einem aeroben
Reaktor durchgefiihrt. Da das Volumen des zur Behandlung eingesetzten Abwassers nahezu
gleich mit dem Volumen des Reaktors mit tragerfixierten Bakterien war, konnten allgemeine
Aussagen Uber die Entfarbe- und Abbauleistung des Reaktors mit nicht immobilisierten
Mikroorganismen in Bezug auf das Verfahren mit tragerfixierten Mikroorganismen gemacht
werden.

Die UV-VIS-Messungen der Proben, die aus dem Batch-Reaktor mit nicht immobilisierten
Bakterien stammten, haben eine schwache Entfarbeleistung des Verfahrens gezeigt. In
Abbildung 145 sind die Verlaufe der Anderung der relativen Lichtabsorption im 1. und 2.
Versuch dargestellt. Im 1. Versuch wurde die nahezu konstante Lichtabsorption im UV-
Bereich und bei 436 nm beobachtet. Bei 525 nm nahm die Lichtabsorption nach dem 3.
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Betriebstag zu. Im 2. Versuch war eine 10 bis 20%-ige Abnahme der Lichtabsorption im
sichtbaren Bereich und eine unveranderte UV-Lichtabsorption zu beobachten.
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Abbildung 145: Entwicklung der Anderung der Lichtabsorption im UV-Bereich bei 270 nm
und im VIS-Bereich bei 436 nm und 525 nm im 1. (links) und 2. Versuch (rechts)

Die Intermediate wurden im aeroben Reaktor mit nicht immobilsierten Bakterien offline mit
dem  massenspektrometrischen MRM- und EMS-Modus unter Einsatz der
chromatografischen TBAAc-Methode quantitativ ermittelt.
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Abbildung 146: Offline-Monitoring der Intermediaten im aeroben Bioreaktor mit nicht
immobilsierten Bakterien. Links: MRM-Monitoring von DAHNSApps. Rechts: MRM-Monitoring
von NA-DAHNSApes und EMS-Monitoring von NA-DAHNSApp, (2. Versuch)

Unter den Naphthalinsulphonsaure-Derivaten DAHNSA wurde nur das hydroxylierte Derivat
DAHNSApps detektiert. Der Konzentrationsverlauf von DAHNSApps zeigte einen Anstieg im
Laufe der Versuche (Abbildung 145 - links).

Im Gegensatz zum Reaktor mit den immobilisierten Bakterien (siehe Abb. 41) wurde
DAHNSApp, nicht gefunden. Zum Monitoring anderer DAHNSA-Derivate wurden keine
Messungen mit der NH;Ac-Methode durchgefiihrt.

Das Monitoring von NA-DAHNSApps zeigte eine gute Abbaubarkeit der Verbindung nach
zirka zwei Betriebstagen (Abbildung 146 - rechts). Es wurde keine abnehmende NA-
DAHNSApps- Konzentration im Gegensatz zum Reaktor mit immobilisierten Bakterien zu
beobachten. (siehe Abbildung 139, Abbildung 146 - rechts). Die Konzentration des Stoffes
blieb fast unverandert bis zum Ende des Versuches.

Der Abbau der p-Base war bei der Behandlung mit nicht immoblisierten Bakterien deutlich
langsamer als mit tragerfixierenden Mikroorganismen (Abbildung 147 - links). Die
Konzentration der p-Base war ab dem 1. bis zum 3. Betriebstag im 1. Versuch und bis zum
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5. Betriebstag im 2. Versuch konstant. Danach wurde eine Abnahme der Konzentration um
zirka 50% im 2. Versuch und der vollstandige Abbau im 1. Versuch beobachtet.
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Abbildung 147: Offline-Monitoring der Intermediaten im aeroben Bioreaktor mit nicht
immobilsierten Bakterien. Links: MRM-Monitoring der p-Base. Rechts: MRM-Monitoring der
Sulfanilsaure (2. Versuch)

Die Sulfanilsdure wurde analog zur Behandlung mit immobilisierten Kulturen nach 3
Betriebstagen vollstandig abgebaut (Abbildung 147 - rechts), wahrend das Monitoring von
RO16-Derivat im Reaktor mit immobilisierten Bakterien keine abnehmende Tendenz der
Konzentration zeigt blieb. Bei der NSA wurden hohe Schwankungen der Konzentration, aber
kein Abbau beobachtet.

Der Konzentrationsverlauf der unbekannten Verbindung UNK 606 zeigte eine Zunahme bis
zum 2. — 3. Betriebstag und dann ein Absinken der Konzentration. Die zunehmende
Konzentration bis zum 2. - 3. Tag korrelierte negativ mit dem Konzentrationsverlauf von
Sulfanilsaure und NA-DAHNSApp,;. Darauf folgte eine Konzentrationsabnahme bis zum
letzten Tag des Versuches (Abbildung 148).
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Abbildung 148: Offline-EMS-Monitoring von UNK 606 (2. Versuch)

In den Proben aus dem Reaktor mit immobilisierten Bakterien wurde dagegen ein Anstieg
der Konzentrationskurve bis zum Ende des Versuches beobachtet (siehe Abbildung 139 -
links). Das beobachtete Abfallen der Konzentration im Reaktor mit nicht immobilisierten
Bakterien kann auf die schlechtere Trennung in den Chromatogrammen zurlickgefiihrt
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werden, die die Quantifizierung erschwert hat und verfalschen konnte. Die unbekannte
Verbindung UNK 662, deren Bildung im Lauf des Versuches unter Einsatz von tragerfixierten
Mikroorganismen beobachtet wurde, war bei nicht immobilisierten Mikroorganismen nicht zu
detektieren.

6.2.7 Abbaumechanismus von Reactive Orange 16

Die durchgeflhrten Untersuchungen haben ermdglicht Mechanismen des Abbauprozesses
zu postulieren. Die vorgeschlagenen Mechanismen wurden in Abbildung 149 und Abbildung
150 dargestellt. In der anaeroben Stufe des Verfahrens wurden Produkte der Reduktion der
Azobindung, p-Base und Naphthalinsulphonsaure-Derivate beobachtet. Aus der Literatur
sind zwei unterschiedliche Mechanismen der Reduktion der Azofunktion bekannt [102]. Nach
dem ersten Mechanismus wird die Azobindung in einer einstufigen Reaktion unter
Ubertragung von vier Elektronen zu den zwei korrespondierenden Aminoverbindungen
reduziert. In dem zweiten Mechanismus unterliegt die Ketohydrazon-Form des
Azofarbstoffes der Reduktion. Durch die Ubertragung eines Wasserstoffaquivalentes bildet
sich eine Hydrazonverbindung, die anschlieRend in einer Disproportionierungsreaktion zu
einem Amin und einem Iminochinon zerfallt (NA-DAHNSA-Reihe). Im anaeroben Verfahren
wurden auch Hydrolysenprodukte der Naphthalinderivate aromatischer Amine und
Iminochinone nachgewiesen. Die durch Substitution der Aminogruppe gebildeten Chinone
koénnten eine gewisse Rolle bei der Reduktion des Farbstoffes spielen.

Die Reduktion des Azofarbstoffes konnte intrazellular oder extrazellular unter Anwesenheit
von Chinonderivaten als Redoxmediatoren auftreten. Die Chinonderivate waren urspringlich
im dem eingesetzten Schlamm vorhanden, sowie als Abbauprodukte der Behandlung von
Reactive Orange 16 gebildet wurden. Das Normalredoxpotential eines Chinon-Hydrochinon-
Paares konnte ein entscheidendes Kriterium flir die Geschwindigkeit der enzymatischen
Chinonreduktion, als auch fur die Farbstoffreduktion durch das Hydrochinon sein. Aus dem
Vergleich beider Teilreaktionen konnte sich der optimale Wert des Redoxpotentials flir den
Abbauprozess, sog. ,Redoxpotential-Fenster” erweisen [102].
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Abbildung 149: Mechanismen der anaeroben Abbau von Reactive Orange 16

Die Hydrolyse der Acetylamid-Gruppe zur Aminogruppe fihrt zu Bildung der DAHNSA-
Verbindungen, die analog zu NA-DAHNSA der Hydrolyse zu Chinonen und Hydrochinonen
unterliegen. Im anaeroben Verfahren konnten mit der zum Online-Monitoring eingesetzten
chromatografischen Methode nicht alle Verbindungen der NA-DAHNSA- und DAHNSA-
Reihe Uberwacht werden und deswegen keine Bedingungen der Bildung einzelner Stoffe
verfolgt werden. Es wurde aber im anaeroben Verfahren die chinoide Form der NA-
DAHNSA (NA-DAHNSApp;) beobachtet. Unter aeroben Bedingungen tritt sie in der
phenolischen Form auf (NA-DAHNSApps). NA-DAHNSApps entsteht vermutlich durch die
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Hydroxylierung der primar gebildeten NA-DAHNSApp;. RO16-Derivat wird wahrscheinlich
durch den Angriff der p-Base auf die Hydroxylgruppe am Naphthalinring der NA-DAHNSApps
gebildet.

In der aeroben Stufe wurde ein schneller Abbau von DAHNSApp;, NA-DAHNSApRps und p-
Base sowie eine Abnahme der Konzentration NA-DAHNSApr; und RO16-Derivat
beobachtet. Bei der unbekannten Verbindungen UNK 606 und UNK 662 handelt sich
vermutlich um die Olygomerisation der anaeroben Abbauprodukten, die in der aeroben Stufe
abgebaut wurden.

NH SOzH

0 o~ )
e O e
—t _— —xﬂ

§ Jon ° A

0]
NH

o=rNH
p-Base RO16-Derivat

H,N  SOsH

NA-DAHNSA NA-DAHNSApps

HoN  SOgH
+H,0

[ o o~
N

DAHNSA

Hz

Abbildung 150: Mechanismen der Bildung der Naphthalinsulphonsaure-Derivate

6.3 Untersuchung synthetischer und realer Abwassern mit Reactive Orange
107

Der Farbstoff Reactive Orange 107 gehort neben Reactive Black 5 und Reactive Orange 16
zu der Farbstofftrichromie ,Marineblau“, die bei der Farbung von Baumwollfaser
beispielsweise in der Garnfarbung eingesetzt wird. Reactive Orange 107 wurde bereits in
Kapitel 5.1 (Seite 40) erwahnt. Seine Abbaubarkeit in realen Abwassern aus einer Farbung
mit Marineblau konnte in Kapitel Seine Abbaubarkeit in realen Abwassern aus einer Farbung
mit Marineblau konnte in Kapitel 6.1.3.1 (Seite 128) gezeigt werden. Hier zeigt sich in
Abbildung 75 (Seite 130) ein ahnliches Verhalten des Redoxpotentials bei Reative Orange
107 wie bei Reaktive Black 5. Im folgenden sind die Ergebnisse der Einzeluntersuchung von
Reactive Orange 107 dargestellt.

6.3.1 LC-MS-Identifizierung von Inhaltsstoffen des Farbstoffhydrolysates
Reactive Orange 107

Der Farbstoff Reactive Orange 107 und seine Abbauprodukte wurden wie die beiden
anderen Farbstoffe der Trichromie einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Die
aus dieser Untersuchung gewonnenen Informationen Uber die Zusammensetzung des
Hydrolysats sind im Folgenden dargestellt. Die chromatographischen Peaks werden in den
Chromatogrammen mit Abklirzungen der chemischen Namen und die nicht identifizierten
Stoffe mit UNK (Unknown) gekennzeichnet (siehe Abbildung 151). Zur Ermittlung von
Strukturen wurden LC-MS-MS-Messungen mit Scan-lonen-Modi, wie Full Scan Modus,
Produktionen-Modus und Vorlauferionen-Modus durchgefiihrt. Chemische Strukturen wurden
aus der massenspektrometrischen Untersuchung fir die Inhaltstoffe des Abwassers
abgeleitet. Die einzelnen Strukturvorschlage werden im Weiteren ausfihrlicher besprochen.
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Abbildung 151: Dioden-Array-Chromatogramm des hydrolysierten Farbstoffes Reactive
Orange 107

6.3.2 Produkte der Hydrolyse von Reactive Orange 107

Wie Abbildung 151 zeigt, besteht die Hauptkomponente des hydrolysierten Farbstoffes zu
mehr als 60% aus der hydrolysierte Form des Farbstoffes, bei der die Acetatgruppe
abgespalten ist. Ein ahnliches Verhalten zeigte auch Reactive Orange 16 (siehe
vorhergehendes Kapitel).

Die hydrolysierte Form mit Acetamidgruppe spielt demgegentber eine untergeordnete Rolle.
Es zeigt sich, dass Dimerformen einen groRen Anteil an den restlichen farbigen
Verbindungen darstellen.
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Abbildung 152: Chemische Strukturformeln des Vinylsulfonfarbstoffes: RO107-O und
RO107-0O-C,H,O = Schwefelsaureesterform; RO107-V und RO107-V-C,H,O = reaktive
Vinylform; RO107-H und RO107-H-C,H,0 = hydrolysierte Form

Neben der Komponente RO107-H-C,H,0O stellt Dimer RO107-H-C,H,O die zweite farbige
Hauptkomponente des Farbstoffes dar. In Abbildung 153 ist die Strukturformel und das
zugehdrige UV-VIS-Spektrum dargestellt, dass nehezu deckungsgleich mit dem Spektrum
des hydrolysierten Farbstoffes ist. Die Verbindung zweier hydrolysierter Farbstoffmolekiile
Uber eine Etherbindung wurde bereits beim Farbstoff Reactive Black 5 und Reactive Orange
16 diskutiert.
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Abbildung 153: Chemische Strukturformeln des Dimers RO107-H-C,H,O mit m/z 781 und UV-
VIS-Spektrum

Analog zu den beiden bereits untersuchten Farbstoffen, ergab die chromatographische Trennung mit
anschlieBender Ms-Detektion die Mdglichkeit zur Identifizierung weitere Nebenkomponenten des
Farbstoffes.

Abbildung 154 zeigt zwei Nebenkomponenten NA-ABSA und BNA-BSA, die als Vorprodukte der
Farbstoffsynthese von Reactive Orange 107 identifiziert werden konnten.

197



Verbesserung des biologischen Abbaus von Textilabwasserkonzentraten

IV-9-042 537
4-Acetylamino-2-amino-benzensulfonsaure 2,4-Bis-acetylamino-benzensulfonsaure
pN-COCHs Hn-COCHs
CgHgN204S C10H11N20sS
Mol. Wt.: 229,23 Mol. Wt.: 271,27
NH, NA-ABSA N-COCHs  BNA-BSA
SO3” (Feed) SO5 H (Feed)

Abbildung 154: Chemische Strukturformeln zweier Nebenkomponenten des Farbstoffes
RO107, die im Hydrolysat nachgewiesen werden konnten

6.3.3 Monitoring der biologischen Behandlung von Reactive Orange 107

In mehreren Batchversuchen sollte das Abbauverhalten des Hydrolysats von Reactive
Orange 107 bzw. der relevanten farbigen Bestandteile untersucht werden. Hierzu wurde der
anaerobe Bioreaktor mit einer StoRbelastung von 6mM pro Liter Reaktorvolumen befullt.
Eine kontinuierliche Behandlung des Farbstoffes wurde bereits in vorhergehenden Kapiteln
diskutiert.

6.3.3.1 Anaerobe Behandlung

Im Vergleich zu den beiden Farbstoffen Reactive Black 5 und Reactive Orange 16 zeigen
dieHauptkomoonenten des Farbstoffes Reactive Orange 107 eine vergleichsweise schnelle
Abbaurate. Die StoR-Raumbelastung von 6mM wurde innerhalb von weniger als zwei Tagen
abbgebaut bzw. reduktiv gespalten (siehe Abbildung 155). Analog zeigten auch die anderen
farbigen Komponenten eine schnelle Entfarbung bzw. reduktive Spaltung.
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Abbildung 155: Stoffspezifisches Abbaumonitoring von RO107-H-C,H,0 und Dimer RO107-
H-C,H,0 (zusammen >70% der Farbigkeit des Hydrolysates) im anaeroben Bioreaktor
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Nach Durchflhrung von drei Batch-Versuchen mit jeweils 6 mM Farbstoff wurde ein Teil der
anaerob behandelten Flissigkeit dem Bioreaktor enthommen. Mit ihr wurden Stop-Feed-
Batch-Versuche im aeroben Bioreaktor durchgefiihrt, die im folgenden diskutiert werden.

6.3.3.2 Aerobe Behandlung

Abbildung 156 zeigt das stoffspezifische Abbauverhalten von verschiedenen
Abbauprodukten der anaeroben Spaltung des hydrolysierten Farbstoffgemisches aus
Reactive Orange 107. Wie schon bei anderen Versuchen in aeroben Bioreaktoren zeigt p-
Base eine schnelle Abbaurate, die einen vollstandigen Abbau innerhalb von neun Tagen
erlaubt. Die Biomasse war vorher noch nicht mit farbstoffhaltigen Abwassern in Kontakt
gekommen. Daraus lasst sich eine schnelle Adaption an diese Verbindungen nachweisen.

Weitere Komponenten, die einem Monitoring unterzogen wurden, sind UNK319 und UNK240
sowie NA_ABSA, das bereits in Abbildung 154 dargestellt wurde. UNK240 ist eine
Verbindung, die bei der aeroben Behandlung von anaeroben Abbauprodukten des
Farbstoffes Reactive Orange 107 entstanden ist. Eine strukturelle Charakterisierung war
leider nicht moglich.

Im Vergleich zu anderen sulfonierten aromatischen Verbindungen wie ABSEESA, das als
Nebenkomponente bei Reactive Black 5 eine Rolle spielt, ist die Nebenkomponente NA-
ABSA im aeroben Bioreaktor sehr gut abbaubar und nach drei Tagen nur noch in geringen
Konzentration nachweisbar.
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Abbildung 156: Stoffspezifischer Konzentrationsverlauf von Hauptkomponenten im aeroben
Bioreaktor bei einem Step-Feed-Batch-Experiment an noch nicht adaptierten Schlamm

6.3.4 Farbigkeitsmonitoring der Entfarbung von Reactive Orange 107 im
Batchversuch

Die Untersuchung von Farbigkeitsparametern wie der Durchsichtigkeitsfarbzahl bei den
gesetzlich festgelegten Wellenlangen zeigte, dass auch bei hohen Konzentration von 6 mM
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eine sehr gute Entfarbung des Farbstoffhydrolysates von Reative Orange 107 erzielt werden
konnte. Dies deckt sich mit den im kontinuierlichen Versuch erhaltenen Ergebnissen.

Die relative Entfarbung eines Batch-Versuches ist in Abbildung 157 dargestellt. Es zeigte
sich, dass innerhalb der ersten beiden Betriebstage eine nahezu 95%ige Netfarbung im
gelben und roten Spektralbereich erreicht werden konnte. Die Entwicklung der Absorption
um UV-Bereich liegt nach eineinhalb Tagen konstant bei 80% und ist damit sehr viel geringer
als bei Reaktive Black 5, bei dem eine starke Zunahem der UV-Absorption verzeichnet
werden konnte.
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Abbildung 157: Entwicklung der relativen Entfarbung bei einem Step-Feed-Batch-Versuch im
aneroben Bioreaktor bei einer Belastung mit 6 mM RO107

Im Vergleich zur Entwicklung der Farbigkeit im aeroben Bioreaktor bei anderen untersuchten
Farbstoffen zeigte sich bei RO107 eine deutlichen weitere Entfarbung. Die Verbindung
UNK319, die bei der Rickverfarbung nach der anaeroben Behandlung von RO107 eine
wesentliche Rolle spielt, konnte in der aeroben Stoffe nach etwa 11 Tagen um 90%
abgebaut werden. Daher ist in Abbildung 158 eine deutliche Abnahme der Farbigkeit im
aeroben Bioreaktor zu beobachten.

Insgesamt ist im farbigen Bereich eine Farbigkeitsabnahme von mehr als 60% zu messen,
die im blauen Bereich bei Uber 90% liegt. Damit kdnnte fur die Gesamtentfarbung bei einem
kontinuierlichen Verfahren die geforderte 95%ige Entfarbung erbracht werden.
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Abbildung 158: Entwicklung der relativen Entfarbung bei einem Step-Feed-Batch-Versuch im
aeroben Bioreaktor bei einer Belastung mit RO107-Abwasser aus der anaeroben
Behandlungsstufe

6.3.5 Abbaumechanismus von Reactive Orange 107

Ein Vorschlag zum Abbaumechanimus von hydrolysiertem Reactive Orange 107 ohne
Acetgruppe ist in Abbildung 159 dargestellt. Er nimmt im Vergleich zu den beiden anderen
intensiv untersuchten Farbstoffen Reactive Black 5 und Reactive Orange 16 eine Sonderrolle
ein, weil er nach der anaeroben Behandlung eine besonders intensiv gefarbtes Intermediat
bildet (UNK319), dessen chemische Strukturformel bislang mit Hilfe der LC-MS-MS nicht
identifiziert werden konnte. Es ist daher bemerkenswert, dass sich diese Verbindung bei
aeroben Behandlung wieder abbaueb lasst und somit eine Reduktion der Farbigkeit erreicht
werden kann, die beispielsweise bei TAHNDSpp,.4 sehr schwierig ist.
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Abbildung 159: Vorgeschlagenes Abbauschema des hydrolysierten Farbstoffes Reactive
Orange 16 ohne Acetgruppe
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7 Prozessanalytisch gestiitzte Verfahrensoptimierung

Durch das stoffspezifische Monitoring der farbigen und nicht farbigen Substanzen im
anaeroben und aeroben Bioreaktor konnte nachgewiesen werden, dass eine vollstandige
anaerobe Reduktion der Azobindungen zu aromatischen Aminen unter bestimmten
Betriebsbedingungen im anaeroben Bioreaktor beobachtet werden kann. Die abwasser-
technische Beurteilung der Entfarbeleistung eines Behandlungsverfahrens ist hingegen
spektroskopischen Messungen der Restfarbigkeit unterworfen, fir die Grenzwerte der
Durchsichtigkeitsfarbzahl (DFZ) in der Abwasserverordnung festgelegt sind (siehe Kapitel
3.4.3, Seite 31) [9]-[10]. Mit dem Ziel, die Einleitbedingungen flir azofarbstoffhaltige
Abwasserkonzentrate einzuhalten, sollte auf Grundlage des stoffspezifischen Abbau-
verhaltens von farbigen Substanzen ein Konzept zur Verfahrensoptimierung entwickelt
werden. Primares Ziel sollte die Gewahrleistung einer 95 %igen Entfarbung bei konti-
nuierlichem Betrieb der Bioreaktoren sein, um die behandelten Abwasserkonzentrate einer
weiteren Abwasserbehandlung zufiihren zu kénnen. Ein mit der Entfarbung einhergehender
Abbau von chemischem Sauerstoffbedarf durch das untersuchte anaerob-aerobe Behand-
lunsgverfahren ist winschenswert.

Verfahrensoptimierung der biologischen Entfarbung

Die zur Entfarbung von Azofarbstoffen in der Literatur beschriebenen Entfarbungsgrade
weisen trotz dhnlicher Behandlungskonzepte eine hohe Schwankungsbreite auf [112]. In den
anaerob-aeroben zweistufigen Behandlungsverfahren werden in der Regel 70 bis 100% der
Entfarbeleistung der aneroben Stufe zugerechnet [31]. Die zu Reactive Black 5 vorliegenden
Untersuchungen mit anaeroben Verfahren bestatigen diese Beobachtung (%-Entfarbe-
leistung): 95 % (500 mgrssy L) [13], 65 % (530 mgresn L) [15], 80 % (500 mgres+ L)
[130], 78,2 % (100 mgres.+ L") [264], 63% (20 mgrss.: L) [266].

Eine Ursache fiir die schwankenden Entfarbungsgrade von Reactive Black 5 zwischen 63 bis
95% sind durch die Unterschiede der eingesetzten Verfahren und Betriebsbedingungen
begriindet, d.h. nicht jedes Verfahren wurde unter optimalen Bedingungen betrieben. Van
der Zee flhrt neben der hydraulischen Verweilzeit und der Biomassenkonzentration die
unterschiedlichen Konzentrationen der Azofarbstoffe im Abwasser als eine Ursache fir diese
Schwankungen an. Uberschreiten die der anaeroben Stufe zugefiihrten Konzentrationen den
normalen Textilabwassergehalt von 10 — 250 Mgearpstorr L', dann kann dies die Entfarbungs-
kapazitat des Bioreaktors Uberfordern bzw. sich toxisch auf die Biomasse auswirken und in
Folge eine Hemmung des Abbaus verursachen [112]. Eine stérende Wirkung von Abwasse-
rinhaltsstoffen wurde von Libra et al. in einem methanisierenden anaeroben Bioreaktor
beobachtet [15]. Das Vorhandensein nicht vollstandig hydrolysierter Reaktivfarbstoffe mit
Vinylgruppen fiihrte zu einer Hemmung der methanisierenden Bakterien und in Folge zu
einer nicht vollstandigen Azoreduktion im anaeroben Bioreaktor.

In der Praxis haben die unterschiedlichen Entfarbungsraten einzelner Farbstoffe sowie die
schwankenden Farbstoffkonzentration einen erheblichen Einfluss auf die Farbigkeit des
Ablaufes in Klaranlagen, in die indirekt einleitende Textilveredelungsbetriebe ihr Abwasser
entsorgen [135]. Zur Steuerung der Restfarbigkeit des Ablaufes einer kommunalen
Klaranlage, die Abwasserabnehmer eines indirekt einleitenden Textilveredelungsbetriebes
ist, wurden die Stossbelastungen durch Restflotten aus der Farbung in Zwischenresevoirs
gepuffert und entsprechend der Entfarbkapazitat der Klaranlage Uber eine Faulturm-
behandlung dosiert zugegeben [16].

Die haufig eingesetzten verfahrensoptimierungsbezogenen MalRnahmen bestehen bei den
beschriebenen Verfahren in der Anpassung der hydraulischen Verweildauer, d.h. in der
Reduktion der Raumbelastung zur Stabilisierung der Entfarbungskapazitat [13], [16], [21],
[45]-[46]. Zur weiteren Steigerung der Entfarbeleistung wird die Zugabe von Redox-
mediatoren wie Lawson oder elementares Eisen empfohlen, die die laufenden Kosten dieser
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Verfahren erhéhen [102], [110]-[112]. Der Zugabe von Braunkohlepartikeln als Adsorbens
und Tragermaterial in aneroben Bioreaktoren zur Behandlung von Farbstoffkonzentraten mit
5 g L bei Raumbelastungen von 1,25 g L™'d™" werden 96 — 98% der Entfarbeleistung zuge-
ordnet [31].

Im Folgenden werden zwei Ansatze zur Verfahrensoptimierung der Entfarbung von
Farbstoffkonzentraten diskutiert, die sich aus den mechanistischen Untersuchungen in dieser
Arbeit ableiten und aus technischer Sicht als praktikabel eingeschatzt werden kénnen.

7.1 Steuerung des Redoxpotential zur effizienten anaeroben Azoreduktion

Der Betriebsparameter des Redoxpotentials geht aus der vorliegenden Untersuchung zum
Abbaumechanismus des hydrolysierten Reaktivfarbstoffes als der Haupteinflussfaktor einer
vollstdndigen Reduktion der Azobindungen hervor. Bei dem hydrolysierten Diazofarbstoff
Reactive Black 5 konnten aus den Untersuchungen mit kontinuierlicher Konzentratzugabe
zwei Redoxpotential-Schwellenwerte abgeleitet werden. Der obere Schwellenwert von —250
mV markiert dabei die Teilreduktion des Farbstoffes, die bevorzugt an der ortho-Hydroxy-
azobindung beobachtete wurde. Unterhalb des zweiten Schwellenwertes von —400 mV
konnte die vollstandige Reduktion beider Azobindungen beobachtete werden. Liegt der
Arbeitsbereich des Redoxpotentials im anaeroben Bioreaktor im Bereich des oberen
Schwellenwertes, wurden neben den teilhydrolysierten Verbindungen wie RB5-H —PB die
vermehrte Bildung weiterer Intermediate beobachtet, die sich erst bei einem Absinken
unterhalb des zweiten Schwellenwertes einstellte. Bedingt durch den Eintrag dieser
Verbindungen in den aeroben Bioreaktor sank die Entfarbeleistung erheblich, wie in den
Kapiteln 0 und 6.1.6 nachgewiesen werden konnte.

Den in der vorliegenden Untersuchung eingesetzten Modellabwasserkonzentraten mit einem
Farbstoffgehalt von bis zu 11 mMMggs. L' wurden neben dem Reaktivfarbstoff keine weitere
C-Quelle zugegeben. Da der Kohlenstoff der Farbstoffmolekule in der Regel im anaeroben
Bioreaktor nicht durch Mikroorganismen oxidiert wird, entstehen auf diesem Wege kein
freiwerdender Wasserstoff sowie keine fur die Reduktion der Azobindungen erforderlichen
Elektronen. Durch die gezielte Zudosierung von Ethanol als leicht oxidierbare
Kohlenstoffquelle wurde in einer Versuchsreihe (Raumbelastung 0,5 - 1,5 mMgrgs.n L’ d'1)
beobachtet, dass das Redoxpotential in Folge bis zu einem Wert von —450 mV sank (siehe
Abbildung 101, Seite 153).

Ein ahnlicher Senkungseffekt wurde auch bei der Abnahme der Raumbelastung beobachtet.
Nach Beendigung einer Phase mit einer Raumbelastung 4 mMggsH L' d' sank das
Redoxpotential spontan von —220 mV auf —350 mV (siehe Abbildung 102, Seite 154). Daraus
lasst sich die Mdglichkeit ableiten, das Redoxpotential einerseits Uber die Héhe der
Raumbelastung oder anderseits Uber eine Ethanoldosierung zu steuern bzw. bei stark
wechselnden Raumbelastungen eine Regelung des Redoxpotentials zu realisieren. Um
einen kontinuierlichen Betrieb des anaerob-aeroben Entfarbeverfahrens unter optimalen
Bedingungen zu gewahrleisten, ist aus technischer Sicht die Regelung des Redoxpotentials
durch Ethanolzugabe zu bevorzugen. Die Einstellung wechselnder Raumbelastung durch die
Regelung der Zulaufvolumens erfordert Pufferkapazitaten, die bei geringer Zulaufmenge das
anfallende Abwasservolumen auffangen missten.

Der in Kapitel 6.1.8 (Seite 156) durchgefuhrte Vergleich zur Entfarbung von Modell- und
Realabwassern zeigt, dass schon bei einer kontinuierlichen Zugabe von 2 - 3 mLgioy d’, das
entspricht etwa 0,05 bis 0,075 mLeon Lsioreakior. d, das Redoxpotential bei einer
Raumbelastung von 245 uMggs.4 L' d" konstant bei etwa —450 mV gehalten werden konnte
(siehe Abbildung 105, Seite 158). Die Verdopplung der Raumbelastung und die Verringerung
der kontinuierlichen Zugabe von Ethanol auf 1 mL d”' bewirkten unmittelbar eine Stérung des
Redoxpotentials und einen Anstieg auf —360 mV. Trotz des hohen Anteils an anaerob leicht
abbaubaren CSB in der zuletzt behandelten Realflotte dieser Versuchsreihe, verlief das
Redoxpotential hier nur im Bereich von etwa —250 mV.
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Zur Weiterentwicklung und Etablierung des Verfahrens zur ausschlieBlichen Entfarbung von
Abwasserkonzentraten mit Raumbelastungen im mM-Bereich ist eine Regelung des
Redoxpotentials unabdingbar, wenn nicht durch Zufuhr leicht abbaubarer C-Quellen mit dem
Abwasser gewahrleistet werden kann, dass das Redoxpotential konstant im Bereich des
unteren Schwellenwertes von —400 mV liegt. Die eingangs aus der Literatur zitierten
Entfarbeleistungen von Reactive Black 5 zwischen 63 — 95 % deuten darauf hin, dass die
Betriebsbedingungen der anaeroben Stufen nicht optimal waren. Eine Regelung dieses
Betriebsparameters ist daher zur Stabilisierung der Reduktionsrate sinnvoll.

7.2 Membranauswahl zur Erhohung der Verweildauer schwerabbaubarer
Ruckverfarbungsprodukte

In dem von Krull und DApkens entwickelten industriellen Verfahren konnte erstmalig eine
Hohlkammerfasermembran mit einer Porengréf’e 0,1 um bei der aeroben biologischen
Behandlung zur Prozesswasserriickgewinnung gering belasteter, farbiger Mischabwasser
etabliert werden [135]. Durch sie konnte die Biomasse und héher molekulare Verbindungen
zurtckzuhalten und damit die Qualitdt des Prozessrecyclingwassers erhdht werden. Der
Beitrag der Membran zur Entfarbung war dagegen zu vernachlassigen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an Ultrafiltrationsmembranen
zeigen, dass gerade die farbigen Intermediate wie TAHNDSpp,.4 durch die Auswahl einer
geeigneten Ultrafiltrationsmembran im Bereich zwischen 58 bis 90 % zurtickgehalten werden
(siehe Kapitel 5.4.1, Tabelle 19, Seite 48). Damit kann die hydraulische Verweilzeit dieser
Verbindungen stark erhéht und die Mdglichkeit zum Abbau im aeroben Bioreaktor erhdht
werden.

Neben den bei der Probenahme verwendeten Ultrafiltrationsmembranen wurden auch
offenere Membranen getestet, die Uber eine molekulare Trenngrenze (MWCO) von 50000
Da (bezogen auf eine Polyethylenglykol-Mischung) verfligten. Aus den stoffspezifischen
Messungen im aeroben Bioreaktor und im Ablauf (Membran-Permeat) konnten fir beispiels-
weise TAHNDSpp, Retentionswerte im Bereich von 80 % bestimmt werden.

Der Vorteil offenerer Membranen ist der langfristig stabilere Permeatfluss gegentber den
getesteten ,low-cut” Ultrafiltrationsmembran mit einem MWCO von 3500 bis 10000 Da (siehe
Tabelle 18, Seite 47). Dies bestatigt die in einer Versuchsreihe eingesetzte Hoechst High
Chem PES-50H Membran, bei der mit einem niedrigeren Betriebsdruck von 3 bar Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen ohne Reinigung eine konstante Permeatflussleistung von 9 - 11 L m™
h™' gemessen wurde (MWCO = 50000 Da, siehe Abbildung 102, Seite 154). Im Vergleich
hierzu wurden bei einem Betriebsdruck von 5 bar einer Membran des Typs GK der Firma
Desal eine sehr viel héherer Fluss von 53 L m™ h™ beobachtet, der jedoch innerhalb von drei
Tagen auf 27 L m? h™' absank. Bei der PW Membran des Herstellers Desal nahm die
Flussrate innerhalb von 24 Stunden von 113 auf 40 L m?2 h™' ab.

Im Vergleich zu den bei Krull und Dépkens eingesetzten Hohlkammerfasermembranen sind
die Permeatflisse der Ultrafiltrationsmembranen niedriger, was bei gleicher zu installierender
Permeatleistung zu einer Erhéhung der erforderlichen Membranflache fuhrt. Die Entwicklung
von Wickelmodulen mit speziellen Spacern, die auch in Bioreaktoren eingesetzt werden
kénnen, kénnte zu einer besseren Effizienz des Einsatzes von Ultrafiltrationsmembranen in
Bioreaktoren beitragen, d.h zu einer wesentlichen Steigerung der Permeatleistung [272].

Bei der Entwicklung des aeroben Membran-Bioraktors stand nur eine begrenzte
Membranflache in den vorhandenen Membranmodulen zur Verfiigung, die die hydraulische
Belastung des Verfahrens bestimmte. Bei der Umsetzung des Verfahrens in einen
technischen Maf3stab ist die Erweiterung der Membranaustauschflache zu empfehlen. Durch
den Einsatz von Membran-Bio-Reaktoren entfallen die Investitionen und die Installation von
Absenkbecken zur Entfernung des Uberschussschlammes.
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8 Zusammenfassung

Online-Prozessanalysenmethodenentwicklung

Das entwickelte Online-Multikomponentenanalyse-Verfahren ist fir den Einsatz zum
schnellen, robusten und kontinuierlichen Prozessmonitoring von mehr als 35 Verbindungen
in anaeroben und aeroben Bioreaktoren bestens geeignet. Dem liegt ein Probenahmesystem
zu Grunde, das in der vorliegenden Arbeit erstmalig tber eine Kopplung von kontinuierlicher
mikrofiltrationsbasierter Probenahme mit LC-MS/MS realisiert werden konnte. Speziell im
anaeroben Bereich bietet eine mikrofiltrationsbasierte Probenahme die Madglichkeit,
kontinuierlich  reprasentative  Proben unter sauerstofffreien  Bedingungen  fir
Analysensysteme bereit zu stellen. Durch die eingesetzten Membranen ist gewahrleistet,
dass die Proben frei von Fest-stoffen sind.

Die entwickelte chromatographische Methode auf Basis einer ionenpaarchromato-
graphischen (IC) Gradiententrennung mit Tetrabutylammoniumacetat zeichnet sich durch
ihre hohe Selektivitat flr sulfonierte benzen- und naphthalinbasierte Verbindungen aus, die
zu den Hauptverbindungen gehoéren, aus denen sich Reaktivazofarbstoffe zusammen-
setzten. Sowohl die Anpassung des organischen Anteils im isokratischen Teil zu Beginn der
Monitoring-Methode als auch die Gradientenfihrung ermdglichen es, auch kationische
aromatische Amine selektiv zu chromatographieren und mit dem Dioden-Array-Detektor zu
detektieren.

Die gesamte Analysendauer der TBAAC-lonepaarchromatographie mit Dioden-Array-
Detektion sowie anschlieRender IC-Kationensuppression und ESI-MS/MS konnte durch die
Verwendung einer Bischoff-AQ-Saule auf 15 Minuten reduziert werden, was das substanz-
spezifische Monitoring aus beiden Bioreaktoren im Halbstundentakt ermoglichte. Zurtickzu-
fuhren ist die Verklrzung der chromatographischen Methodendauer im Vergleich zu
herkdbmmlich eingesetzten 125mm-Saulen mit 5p-Partikeln im Wesentlichen auf die
Kombination von 3p-Partikeln bei kiirzer Saulenlange von 53 mm bei nahezu gleichblei-
bender Trennleistung. Eine Reduktion der Equilibrierphase von zehn auf zwei Minuten
ermdglichte das spezielle polare Endcapping der Bischoff-AQ-Saule, die zu einer besseren
Benetzung und Stabilitat der C18-Alkylketten bei wassrigen Eluenten mit organischem Anteil
< 10% fihrt und zur Reduktion der Analysendauer mit beitragt.

Im Vergleich zu neun anderen Sadulen zeichnete sich die Bischoff-AQ-Saule durch gute
Selektivitat, Auflésung und Trennleistung fur eine Mischung von 14 verschiedenen Azofarb-
stoffen sowie Vor- und Abbauprodukten aus. Auch bei der Ubertragung auf Online-Bedingun-
gen konnten die meisten unbekannten und zu identifizierenden Verbindungen aus den Bio-
reaktoren chromatographisch getrennt werden. Bei koeluierenden Verbindungen wurde die
nicht ausreichende chromatographische Trennleistung durch die selektive Detektion mit dem
Tandem-Massenspektrometer kompensiert. Sdulen mit polarer Selektivitat, die durch ein
polares Endcapping oder polares Embedding von Amid- oder Carbamatgruppen erreicht
wird, eignen sich entgegen der Herstellerangaben nicht zur Chromatographie kleinerer
sulfonierter aromatischer Verbindungen, da diese durch Ladungsabstossungsreaktion vor
dem Totvolumen eluieren.

Ein Elektrospray-Interface war im negativen lonenmodus am besten fur die massenspektro-
metrische Detektion der untersuchten Verbindungen geeignet. Die Kalibrierung der
Monitoring-Methode mit 13 Referenzverbindungen zeigte, dass die Nachweisgrenzen der
Detektion mit ESI-MS/MS bei externer Kalibrierung im mittleren pg L™'-Bereich lagen, ohne
die Proben vor der Analyse einer Proben- bzw. Matrixaufreinigung zu unterziehen. Bei
einzelnen Verbindungen konnten Nachweisgrenzen im mittleren ng L™'-Bereich (NWGpg71 =
0,06 ug L™ erzielt werden. Die unteren und oberen Grenzen der Kalibriergeraden, die (iber
eine quadratische Regression mit x”'-Wichtung berechnet wurden, deckten den pg L-
Bereich bis zum unteren mg L™'-Bereich ab. Hohere Konzentrationen im mg L™-Bereich
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konnten mit dem Dioden-Array-Detektor quantifiziert werden, dessen obere Grenze des
linearen Bereichs fiir p-Base bei 0,5 gp.ase L (2500 mM) lag. Durch eine Verkleinerung des
Injektionsschleifenvolumens konnte der Messbereich auch an hdhere Konzentrationen
angepasst werden. Die Wiederholprazision lag bei einer Standardabweichung von
durchschnittlich 20 % (n =35) fur die 13 Referenzsubstanzen, was fir die Zielsetzung des
entwickelten Online-Prozess-Monitoring-Verfahren ausreichend ist.

Bei einem Vergleich der Detektionsempfindlichkeiten zeigten sich bei den getesteten Saulen
und Methoden erhebliche Unterschiede. Die Bischoff-AQ-Phase, die in der Monitoring-
Methode betrieben wurde, gehdrte zu den Saulen mit der héchsten Detektionsempfind-
lichkeit. Die Uberpriifung der Robustheit der Methode in bezug auf Matrixeffekte durch hohe
Salzbelastungen in Textilabwasserkonzentraten zeigte, dass ein empfindliches LC-MS/MS-
Monitoring auch bei Salzgehalten von bis zu 290 gnaci L (5 Myac)) und 17,9 gnazsos L (0,1
Mna2sos) Moglich ist. Beim Monitoring der untersuchten Modell- und Realabwasser betrugen
die Salzgehalte 20 - 80 g L™ NaCl (0,34 — 1,4 mM) und < 8,7 g L' Na,SO, (50 mM), so dass
der durchschnittliche ionisierungssuppressive Einfluss auf die Detektion mit der Monitoring-
Methode im Bereich der Messgenauigkeit der Kalibrierung von <15 % bzw. < 25% bei <100
mM Na,SO;, lag.

Die héhere Empfindlichkeit der ionenpaarchromatographischen Methoden war auf den ihr
nachgeschalteten Kationensuppressor zuriickzufihren, der durch Absorption von kation-
ischen Matrixbestandteilen half, lonisierungsstérungen im Elektrospray zu vermeiden. Damit
wird der apparative Aufwand flr das Online-Monitoring gerechtfertigt, der bei Verwendung
flichtiger lonenpaarreagenzien wie Tri-n-butylamin entfallen wirde. Durch die mikrofiltra-
tionsmembranbasierte Probennahme ist keine Festphasenextraktion (SPE) zur Matrixaufrei-
nigung bzw. Probenanreichung erforderlich, die bei dem entwickelten Multi-komponenten-
analysenverfahren zusatzlich eine aufwandige Bestimmung der Wiederfindungsraten und
Durchbruchvolumina bei unterschiedlichen SPE-Phasen erfordern wirde.

Stoffspezifisches Prozessmonitoring, Strukturanalyse und Untersuchung
des Azofarbstoffabbaumechanismus von Reactive Black 5

Mit dem entwickelten Online-Multikomponentenanalyse-Verfahren war es erstmalig mdglich,
Entfarbeprozesse im anaeroben und aeroben Bioreaktor stoffspezifisch zu studieren. In
Versuchsreinen mit Farbstoffkonzentration des hydrolysierten Modellfarbstoffes Reactive
Black 5 von 8,5 g L' (11,5 mM) und Raumbelastungen von bis zu 3 g L"d”" (4 mM L™ d™)
konnten in beiden Stufen des biologischen Behandlungsverfahrens mehr als 35 Verbindun-
gen identifiziert werden. Davon wurden allein 23 Verbindungen dem anaerob-aeroben
Abbauprozessen des Farbstoffes zugeordnet. Aus vorhandenen Referenzsubstanzen
konnten durch die kollisionsinduzierte Fragmentierung Produktionenspektren erzeugt
werden, die die Ableitung von Fragmentierungsmustern erméglichen. Auf Grundlage dieser
Muster konnten die bei Redoxprozessen gebildeten Intermediate des Farbstoffes und seiner
Begleitverbindungen strukturanalytisch interpretiert und identifiziert werden. UV-VIS-
Spektren, die aus Dioden-Array-Detektor-Messungen isolierten wurden, halfen, die
Strukturvorschlage abzusichern.

Mit Hilfe des stoffspezifischen Monitorings der Ausgangsverbindungen und der gebildeten
Intermediaten lielen sich halbquantitative Konzentrationsverlaufe ableiten. Flir unbekannte
Verbindungen konnten anhand der Peakflachen aus MS/MS oder DAD-Messungen relative
Konzentrationsverldufe berechnet werden. Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Korrelation von Summenparametern mit der Entwicklung der stoffspezifischen relativen
Konzentrationsverlaufe innerhalb einer Versuchsreihe wurden folgende Abbaumechanismen
im anaeroben Bioreaktor identifiziert:

Der Hauptmechanismus der Entfarbung des eingesetzten hydrolysierten Diazofarb-stoffes
Reactive Black 5 war auf eine zweistufige reduktive Spaltung der Azobindun-gen
zurtckzufuhren, die durch zwei Schwellenwerte von —250 und —400 mV charakterisiert
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werden konnte. In einem Redoxpotentialbereich von —100 bis —250 mV trat bevorzugt die
Reduktion der ortho-Aminoazobindung des Modellfarbstoffes auf. Unterhalb des oberen
Schwellenwertes war der Diazofarbstoff nicht mehr nachweisbar, und es setzte die
Reduktion der teilreduzierten Farbstoffe und Neben-farbstoffe bis zum Erreichen des unteren
Schellenwertes ein. Der zweistufige reduktive Abbau spiegelt sich auch in unterschiedlichen
Zeitkonstanten der Abbau-kinetik des Diazofarbstoffes Reactive Black 5 und seiner
teilreduzierten Intermediate wider.

Bei Schwankungen des Redoxpotentials kommt es zu Autooxidation des teilreduzierten
Farbstoffes Reactive Black 5 (RB5-H —PB — RB5-H —PB-2H), bei der ein ortho-Diamin zu
einem ortho-Diimin oxidiert wird. In Folge wird die noch intakte ortho-Hydroxyazobindung
reduziert.

Bei Reduktionsvorgénge mit Zwei-Elektronen-Ubertragung auf die tautomere Farb-stoffform
bildete sich die Hydrazoform der ortho-Hydroxyazobindung. Wahrscheinlich erfolgte Uber
eine Disproportionierungsreaktion die Bildung des teilreduzierten Farb-stoffes unter
Abspaltung der Diazoniumkomponente p-Base.

Die Untersuchung zweier unbekannter Intermediate deutet darauf hin, dass es bei einem
Nebenfarbstoff mit zwei ortho-Hydroxyazobindungen durch eine Spaltung von C-N-
Bindungen zur Bildung von instabilen naphthalinbasierten a-Diazoketonen kommen kann.

Eine Re-Oxidation teilreduzierter Verbindungen, aus denen sich wieder Azofarbstoffe bilden,
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet.

Als Folgeprodukte der vollstdndigen anaeroben Reduktion des Modellfarbstoffes wurde von
Kudlich die Bildung 3,5,6-Triamino-4-hydroxy-naphthalin-2,7-disulfonsaure (TAHNDS)
vorgeschlagen, das unter Autooxidation zu 6-Amino-5-hydroxy-3,4-diimino-3,4-dihydro-
naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp,) reagiert [201]. Die sauerstofffreie Beprobung des
anaeroben Bioreaktors ermoglichte erstmalig den massenspektrometrischen Nachweis von
TAHNDSpp+, das unterhalb des Schwellenwertes von —250 mV zu 4,6-Dihydroxy-3,5-diimino-
3,5-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsaure hydrolysiert (TAHNDSpp;).

Anhand der Fragmentierungsmuster der Verbindungen konnten die vorgeschlagenen
Molekulstrukturen abgesichert werden. TAHNDSpp,, das fur die blaue Ruckverfarbung im
aeroben Bioreaktor verantwortlich gemacht wird, konnten zwei weitere Folgeprodukte einer
maoglichen Hydrolyse zugeordnet werden. Die Hydrolyse von TAHNDSpp, zu 5,6-Dihydroxy-
3-imino-4-ox0-3,4-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp;) und weiter zu 4,6-
Dihydroxy-3,5-dioxo-3,5-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsaure bzw. 5,6-Dihydroxy-3,4-dioxo-
3,4-dihydro-naphthalin-2,7-disulfonsdure (TAHNDSpp,) ist durch das abnehmende Verhaltnis
von N-haltigen (HCN mit 27 u) zu O-haltigen Neutralteilchen (CO mit 28 u) abgesichert.
Ahnliche Mechanismen wurden bei der spontanen Transformation von ortho-aminohydroxy-
substituierten Naphthalinen beobachtet [257], [262].

Prozessmonitoring zur Beurteilung der stoffspezifischen Abbaubarkeit
und Zuordnung der Restfarbigkeit

Anhand der stoffspezifischen prozessanalytischen Detektion mit DAD und LC-MS/MS war es
moglich, die Abbaubarkeit einzelner Verbindungen in den anaerob-aeroben Prozessstufen
zu beobachten und zu bewerten. Alle bekannten Verbindungen mit Azobindungen konnten
im anaeroben Bioreaktor bei geeignetem Redoxpotential durch Reduktion der Azobindungen
zu ihren entsprechenden Aminen abgebaut werden. Neben Autooxidationsreaktionen
unterlagen diese Amine im anaeroben Bioreaktor keinem weiteren Abbau, wenn das
Redoxpotential negativ blieb.

Die durch Reduktion des Modellfarbstoffes Reactive Black 5 freigesetzte p-Base
(Diazoniumkomponente) konnte unter aeroben Bedingungen nach einer kurzen Adaptions-
phase des immobilisierten Belebtschlammes abgebaut werden. Wahrscheinlich beinhaltete
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der Abbau die vollstdndige Mineralisierung dieser Verbindungen, von der keine weiteren
Folgeprodukte nachgewiesen wurden. Alle auf p-Base basierenden Verbindungen, die als
Nebenprodukte der p-Base-Synthese und auf Nebenreaktionen der Hydrolyse im Farbebad
zurlckgefuhrt werden konnten, unterlagen einem vergleichbar guten Abbau im aeroben
Bioreaktor. Die Verbindung 2-[2-(4-Amino-benzensulfonyl)-ethoxy]-ethansulfonsaure (ABSE-
ESA) war als einziges p-Base-Derivat in der aeroben Stufe nicht abbaubar und trug mit 10%
Anteil zur Erhéhung der UV-Absorption im Ablauf des Verfahrens bei.

Die naphthalinbasierten TAHNDS-Folgeprodukte der anaeroben Reduktion, die sich aus der
Kupplungskomponente des Modellfarbstoffes ableiten, wurden in anderen Untersuchungen
als teils abbaubar teils nicht abbaubar beschrieben [15], [201], [260]. In dieser Arbeit konnten
sie eindeutig als die Hauptverursacher der Rickverfarbung und der Restfarbigkeit im Ablauf
des Behandlungsverfahrens nachgewiesen werden. Das erstmals massenspektrometrisch
nachweisbare primare Reduktionsprodukt TAHNDSpp: unterlag bereits im anaeroben
Bioreaktor bei einem Anstieg des Redoxpotentials tGber —250 mV einer Autooxidation zum
stabilen TAHNDSpp,. In der aeroben Stufe bildeten sich unter Hydrolyse die neuen
Folgeprodukte TAHNDSpp; und TAHNDSpp, mit je zwei Isomeren. Durch die blau Farbung,
die diese Verbindung in wassriger Losung hat, stellten TAHNDSpp, und TAHNDSpp,
mengenmalfig den grofiten Anteil an der Restfarbigkeit im Ablauf des anaerob-aeroben
Verfahrens mit abschlieRender Membranstufe. TAHNDSpp, als finales Hydrolyseprodukt
akkumulierte in der aeroben Stufe aufgrund der Rickhaltung durch die Ultrafiltrations-
membran. Ein Abbau wie ihn Kudlich bei TAHNDSpe, beobachtete, konnte nicht
nachvollzogen werden [201].

Bei der Belastung des anaerob-aeroben Verfahrens mit Realabwassern und Modellab-
wasserkonzentraten konnte in beiden Fallen eine vollstdndige Reduktion der Azover-
bindungen bei Raumbelastungen von bis zu 4 mM L™ d”' im anaeroben Bioreaktor mit Hilfe
des stoffspezifischen Monitorings nachgewiesen werden. Bei schwankenden Salzbe-
lastungen im Zulauf von bis zu 80 g L™ wurde in der aeroben Stufe eine kurzzeitige
Hemmung des Abbaus beobachtet. Nach einer Adaptionsphase von etwa drei Tagen konnte
in der Regel wieder ein Einsetzten des Abbaus von z.B. p-Base beobachtet werden.

Die nahezu konstante Abbaurate des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) von 80 % bei
schwankender Salzbelastung zeigt, dass die aeroben Stufe auch bei der Belastung des
anaeroben Bioreaktors mit Abwasserkonzentraten stabil betrieben werden kann. Je nach
Anteil an leicht abbaubaren C-Quellen wie Schlichtemitteln leistet der anaerobe Reaktor
einen Teil der CSB-Eliminierung, wodurch ausreichend Redoxaquivalente zur Reduktion der
Azobindungen zur Verfligung gestellt werden.

Stoffspezifisches Prozessmonitoring, Strukturanalyse und Untersuchung
des Azofarbstoffabbaumechanismus von Reactive Orange 16

Das Monitoring von Reactive Orange 16 in der anaeroben Stufe ergab eine Korrelation des
Farbstoffabbaus mit den gemessenen Redoxpotentialswerten. Die hydrolysierte und die
Vinylform des Farbstoffes Reactive Orange 16 wurden bei einem Redoxpotential unterhalb -
310 mV vollstdndig abgebaut. Die Abbauprodukte des Farbstoffes entstanden durch
reduktive Spaltung der Azobindung (p-Base und NA-DAHNSApp3) und unterlagen weiteren
Reaktionen, wie der Reduktion der Acetylgruppe (DAHNSA), Substitution der Aminogruppe
am  Naphthalinring  (NA-DAHNSA- und DAHNSA-Reihe) und Bildung von
Kopplungsprodukten (RO16-Derivat).

Die UV-VIS-Messung zeigte im kontinuierlichen Versuch nach dem 17. Betriebstag eine
deutliche Abnahme der Lichtabsorption im sichtbaren Wellenlangebereich und eine
Zunahme der UV-Lichtabsorption. Dies entspricht nach der stoffspezifischen Zuordnung der
UV-VIS-Lichtabsorption und nach der Ergebnissen der MS-Untersuchung der Bildung von
chinoiden und hydroxylierten Formen der NA-DAHNSA-Verbindungen (NA-DAHNSApp, und
NA-DAHNSApps) sowie des  Kopplungsproduktes der p-Base mit einem
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Napthalinsulphonsaurederivat (RO16-Derivat). Die geforderte 95%-ige Entfarbung des
Abwasserkonzentrates wurde nicht erreicht. Im Batch-Versuch hat ein 15%-iger TOC-Abbau
stattgefunden, wahrend bei der kontinuierlichen Betriebsweise schwankende TOC-Werten
beobachtet wurden.

In der aeroben Stufe des Verfahrens wiesen p-Base, Sulfanilsaure, die hydroxylierte Derivate
der DAHNSA- und NA-DAHNSA-Verbindungen (DAHNSApps und NA-DAHNSApps) sowie die
im Hydrolysat vorhandenen monomeren Naphthalinsulphonate sehr gute Abbaubarkeiten
auf. Die Verbindungen wurden innerhalb von 2-3 Tagen vollstdndig abgebaut. Als
vermeintliche  Abbauprodukte dieser Verbindungen wurde die Bildung von
massenspektrometrisch nicht zu identifizierenden Verbindungen UNK 606 und UNK 662
beobachtet. Die UV-VIS-Lichtabsorption war im aeroben Versuchen nahezu konstant oder
leicht gestiegen, sowie kein TOC-Abbau hat stattgefunden.

Das Monitoring der Abbauprodukte im Reaktor mit nicht immobilisierten Mikroorganismen
zeigte einen langsameren Abbau der p-Base im Vergleich zum Reaktor mit immobilisierten
Mikroorganismen und keinen Abbau von DAHNSApps. Der Abbau anderer Intermediaten
wies ahnliche Konzentrationsverlaufe wie unter Einsatz der tragerfixierten Mikroorganismen
auf. Es wurden Fragmentierungsmuster der negativen lonen einiger Verbindungen
gewonnen. Dabei wurden eine Spaltung der N-C-Bindung des zu untersuchenden RO16-
Hydrolysats und eine Spaltung der Azobindung unter Wasserstofflibertragung der Vinylform
des Farbstoffes beobachtet. Die massenspektroskopische  Untersuchung der
Naphthalinsulphonsdure-Derivate ergab hohe Intensitdten der Peaks, die durch
Kohlenstoffmonoxid-, Sulphurtrioxyd- und Sulphurdioxyd-Abspaltung entstanden.

Stoffspezifisches Prozessmonitoring, Strukturanalyse und Untersuchung
des Azofarbstoffabbaumechanismus von Reactive Orange 107

Der Farbstoff Reactive Orange 107 stellt neben den beiden anderen beiden Farbstoffen der
Trichromie ,Marineblau® eine herausragende Rolle bei der Beobachtung von
Riickverfarbungsreaktionen dar. Ahnlich wie bei dem blauen Farbstoff Reactive Black 5, der
blaue Rickbverfarbungskomponenten TAHNDSpp 4 bildete, ist bei Reactive Orange 107 die
Bildung einer noch unbekannten Verbindung UNK319 zu beobachten. Die Besonderheit
dieser Verbindung ist ihre aerobe Abbaubarkeit, die im Zusammenhang mit einer weiteren
Reduktion der Farbgkeit in der aeroben Stufe zu sehen ist.

Im Vergleich zu den Farbstoffen Reactive Black 5 und Reactive Orange 16 wurde bei
Reactive Orange 107 bzw. den anaeroben Abbauprodukten keine Bildung von ortho-
Hydroxyaminoaromaten beobachtet, die einer mdglichen Autoxidation unterliegen.

Die Hauptkomponenten des Farbstoffes und auch die unter anaeroben Bedingungen
gebildeten Intermediate lielen sich sehr gut abbauen. Auch Nebenkomponenten wie NA-
ABSA und BNA-BSA lieRen sich trotz ihrer sulfonierten aromatischen Grundkdrper gut unter aeroben
Bedingungen abbauen.

Verfahrensentwicklung und Optimierung

Das in dieser Arbeit erarbeitete Verfahrenskonzept bestehend aus einer anaeroben und
aerob-membrangekoppelten Prozessstufe sollte fiir die Behandlung von azofarbstoffhaltigen
Abwasserkonzentraten etabliert und optimiert werden. Um einen Austrag von Mikroor-
ganismen aus den anaeroben in die aeroben Prozessstufe zu vermeiden, wurden diese auf
aktivkohlebeschichteten Polyurethanschaumwaurfeln immobilisiert. In Vergleichsversuchen
konnte gezeigt werden, dass durch die Immobilisierung der Mikroorganismen der anaeroben
Stufe eine Verdopplung der Reduktionsgeschwindigkeit bei einer Farbstoffbelastung von 2,6
MMRggs.H L (1,9 gres-H L'1) erzielt werden kann. Damit ist es mdglich, beim kontinuierlichen
Betrieb des anaeroben 40-Liter-Bioreaktors hohe Raumbelastungen von bis zu 4 mM L™ d™
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mit Zulaufkonzentrationen von bis zu 11 mM L™ bei Verweilzeiten zwischen vier bis zehn
Tagen zu realisieren.

Um den anaeroben Bioreaktor als Hochleistungsreaktor zur Reduktion azofarbstoffhaltiger
Konzentrate kontinuierlich zu betreiben, ist eine Regelung des Redoxpotentials auch bei
Zugabe von Realabwassern mit hohem leicht abbaubaren C-Anteil empfehlenswert. Die
Zudosierung von Ethanol hat sich in dieser Arbeit als ideal zur Redoxpotentialsenkung
gezeigt. Durch die Installation einer Regelung ware es maoglich, ein stabiles Redoxpotential
unterhalb des zweiten Schwellenwertes von —400 mV auch bei sehr hohen Farbstoffzulauf-
konzentrationen zu erreichen. Eine Verschleppung von teilreduzierten Azofarbstoffen und
den im Bereich des ersten Schwellenwertes gebildeten Intermediaten in die aerobe Stufe
kénnte damit ausgeschlossen werden. Damit vermiede man die mit den Intermediaten in
Zusammenhang stehende Verschlechterung der Entfarbeleistung und den enormen Anstieg
der UV-Absorption um bis zu 2000 % in bezug auf die Zulauf-Absorption.

Die Versuchsreihen mit unterschiedlichen Raumbelastungen des Verfahrens zeigen, dass
unter optimalen Bedingungen allein durch anaerobe Behandlung im blauen Spektralbereich
die geforderte Entfarbung von 95% erreicht werden kann. Bedingt durch die Bildung der
Ruckverfarbungsprodukte liegt die Entfarbung im roten Bereich bei 90 % und im gelben
Bereich bei 80 — 85 %. Ohne die geforderte Reduzierung des chemischen Sauerstoffbe-
darfes von 80 %, ware eine optimierte anaerobe Behandlung wahrscheinlich zum Erreichen
der 95 %igen Entfarbung ausreichend.

Die aerobe Stufe wird durch die nachgeschaltete Cross-Flow-Ultrafiltration als Bio-Membran-
Reaktor betrieben. Um das biologische Membranfouling mdglichst gering zu halten, ist auch
in dieser Stufe die Immobilisierung der Mikroorganismen auf aktivkohlebeschichteten Poly-
urethanschaumwdrfeln zu empfehlen. In der vorliegenden Untersuchung tragt die Immobi-
lisierung dazu bei, dass bei unterschiedlichen Salzbelastungen der zugefihrten Abwasser
nach einer kurzzeitigen Hemmung des Abbaus im aeroben Bioreaktor und Adaption an die
neuen Bedingungen die Mineralisierung fortgesetzt wird. Damit wird eine kontinuierliche
Eliminierung des chemischen Sauerstoffbedarfs gewahrleistet.

Um Stérungen der Entfarbeleistung in der anaeroben Prozessstufe zu kompensieren und die
Verweilzeit schwer oder nur langsam abbaubarer farbiger Verbindungen zu erhéhen, kénnen
Ultrafiltrationsmembranen eingesetzt werden. Die Wahl der molekularen Trenngrenze
(MWCO) von Low-Cut-Membranen mit 3500 Da bis hin zu offenen Ultrafiltrationsmembranen
mit bis zu 50000 Da ist dabei weniger entscheidend als die Stabilitat der Permeatleistung.
Die gemessenen Rickhaltung der getesteten Membranen (MWCO = 3500 bis 50000 Da) fiir
die Ruckverfarbungsprodukte liegen fir TAHNDSpp, zwischen 80 bis 90%. Die spezifischen
Permeatfliisse hingegen schwanken zwischen 11 und 113 L m? h™. Uber die Wahl des
Betriebsdruckes kann die erforderliche Permeatflussmenge beeinflusst werden, wobei sich
mit erhdhtem Druck das Membranfouling beschleunigt.

Fur den kontinuierlichen Betrieb empfiehlt es sich, die Membranflache so zu dimensionieren,
dass der Betriebsdruck bei etwa 0,3 Mpa liegt, was einerseits zu einer erheblichen Reduktion
des Reinigungsaufwands fiir die Membranen und andererseits zu einer erhdhten
Betriebsdauer der Schlauche im Vergleich zu einem Betriebsdruck von 0,5 Mpa flhrt. Die
Versuche mit unterschiedlichen Membranen zeigten, dass durch die Ultrafiltrationen
schwankende Entfarbeleistungen der anaeroben Stufe soweit kompensiert werden kénnen,
dass ein Einhalten der geforderten 95 %igen Entfarbung im blauen, roten und gelben
Bereich ermdglicht wird. Zusatzlich tragt die Ultrafiltration zu einer weiteren Reduktion des
chemischen Sauerstoffbedarfs im Permeat bzw. im Ablauf des Verfahrens bei.

Zur Stabilisierung der Reaktorbedingungen ware es sinnvoll, Konzentratchargen vor der
Einleitung in das Anaerob-aerobe-Bio-Membran-Verfahren einer Vermischung zu unter-
ziehen, um Stossbelastungen im Farbstoff- und Salzgehalt abzuschwachen. Durch diese
Malnahme sowie die Regelung des Redoxpotentials kann ein kontinuierlicher Betrieb des
dargestellten Verfahrens zur mindestens 95 %igen Entfarbung von azofarbstoffhaltigen
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Konzentraten bei einer 80 %igen Reduktion des chemischen Sauerstoffbedarfes gewahr-
leistet werden.
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9 Ausblick

Durch ihre universellen Einsatzmoglichkeiten ist das entwickelte Prozessanalyseverfahren
auf viele analytische Problemstellungen Ubertragbar, bei denen ein stoffspezifisches Online-
Multikomponenten-Monitoring erforderlich ist. Dazu gehért der Einsatz zur Uberwachung
einer Vielzahl anderer abwasserrelevanter Verbindungen, deren Abbauverhalten in
biologischen oder anderen Behandlungsverfahren nicht bekannt ist. Mit der Erweiterung der
Detektoren koénnten die stoffspezifischen analytischen und strukturanalytischen Moglich-
keiten vergroliert werden. Hier ware beispielsweise eine Kopplung an eine Stop-Flow-NMR-
Detektor denkbar, wie sie von Pham et al. zur Untersuchung von Farbstoffnebenverbindun-
gen eingesetzt wurde und eine eindeutige Absicherung der Interpretation moglicher Interme-
diate bietet [3]. Weitere Untersuchungen kdonnten dann Aufschluss Uber die mogliche Bildung
von a-Diazoketonen durch eine Azo-Typ-Spaltung von  Azobindung unter reduktiven
Bedingungen bringen.

Neben der Beobachtung des Abbauverhaltens umweltrelevanter Verbindungen in Bioreak-
toren kénnte mit dieser hochselektiven Technik auch der Bereich der prozessintegrierten
Qualitatskontrolle erschlossen werden, wie sie von Widmer im Rahmen der Weiterent-
wicklung prozessanalytischer Techniken bzw. Totaler Analysensysteme (TAS) gefordert
wurde [136]. Durch die Verwendung von kirzeren partikuldren Saulen, die mit 1,8u-Partikeln
gepackt sind oder von monolithischen Saulen kénnen die Methodendauern zu Trennung
komplexer Mischungen auf wenige Sekunden bis Minuten reduziert werden. Damit erschlief3t
sich fur die Multikomponentenanalyse beispielsweise auch der Bereich schnell ablaufender
chemischer Synthesen von nicht oder wenig flichtiger Verbindungen, deren
Reaktionskonstanten im Minutenbereich liegen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die bislang wenig untersuchte Behandlung von azofarb-
stoffhaltigen Konzentraten in anaerob-aeroben Behandlungsverfahren grundsatzlich moglich
ist. Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass sie sich auch flr andere Farbstoffklassen wie die
Dispersions- und Substantivfarbstoffe eignet [31].

Bei der Neuinstallation von Abwasserbehandlungskapazitaten ware es sinnvoll, den Einsatz
des entwickelten biologischen Verfahrens zur Behandlung hochkonzentrierter farbstoff-
haltiger Abwasser mit Mallnahmen des produktintegrierten Umweltschutz (PIUS) zu kom-
binieren. Neben den Restflotten kénnten dem Verfahren Abwasserkonzentrate zugefihrt
werden, die beim Prozesswasserrecycling wenig belasteter Spulbader und Prozessabwasser
durch Membrankonzentration anfallen.

Die Anwendung der diskutierten Optimierungsansatze ware auch auf bereits bestehende
biologische Verfahren zur Entfarbung niedrig belasteter Abwasser denkbar, um sie in ihrer
Entfarbungskapazitat flir Abwasserkonzentrate effektiv erweitern zu kénnen. Die von Minke
und Rott vorgeschlagene Trennung von wenig und stark belasteten Abwasserstrémen ist in
diesem Zusammenhang erstrebenswert, um eine gezielte Teilstrombehandlung etablieren zu
kénnen [12], [21].
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11 Anhang

Monitoring-Methode MF-IP-HPLC-DAD-IC-ESI-MS/MS

Methodeneinstellparameter fur weitere Reactive Black 5 ,Verbindungen® der Monitoring-
Methode im MRM-Modus

Verbindung Q1 Mass (amu) Q3 Mass (amu) DP(V EP CEP CE CXP
[amu] [amu] [vVI [vl vl IVl V]
ABSEESA 308 125 -46 -7 -18 -34 -2
ABSESA 264 81 -50 -10 -15 -52 -10
Di-RB5-H Ether 733 236 -50 -10 -26 -52 -10
DPBA 384 275 -50 -10 -18 -52 -10
NDSA 287 143 -80 -10 -15 -50 -4
NSA 207 143 -80 -10 -13 -50 -4
PBSA 280 171 -50 -10 -15 -52 -10
RB5-H -PB 545 264 -50 -10 -22 -52 -10
RB5-H -PB-2H 543 463 -50 -10 -22 -52 -10
RB5-H+DPBE 925 861 -50 -10 -31 -52 -10
RB5-H+S02 806 236 -50 -10 -28 -52 -10
TAHNDSDP3 348 188 -61 9 17 -44 -4
TAHNDSDP4 349 189 -61 9 17 -44 -4
UNK188 188 96 -50 -10 -13 -52 -10
UNK358 358 278 -50 -10 -17 -52 -10
UNK371 371 183 -50 -10 -17 -52 -10
UNK373 373 293 -50 -10 -17 -52 -10
UNK584 584 424 -50 -10 -23 -52 -10
UNK661 661 501 -50 -10 -25 -52 -10
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Methodeneinstellparameter fur weitere Reactive Black 5 ,Verbindungen® der Monitoring-
Methode im MRM-Modus

Chromatografische

Q1/Q3 Q1
Substanz DAD e Methode
(MRM-Monitoring) | (EMS) TBAAGC NH.AC

RO16-O - 572/492 - + +
RO16-H - 492/278 - + +
RO16-V - 474/278 - + +
RO16-NA - - 450 + +
NSA - 207/143 207 + +
NDSA-a - 287/143 - + +
NDSA-b - 287/143 - + +
NANSA - 264/79 - + +
NAHNSA - 280/237 - + +
SNFC-2 - 213/80 213 + +
SNFC-3 - 215/80 215 + +
SNFC-4 - 216/80 216 + +
SNFC-5 - 217/80 217 + +
p-Base + - - + -
s-acid - 172/80 - + -
NA-DAHNSApp, | - 294/159 294 + +
NA-DAHNSApp; | - 295/159 295 - +
NA-DAHNSApp, | - 296/159 296 + +
NA-DAHNSApps | - 309/158 309 + +
RO16-Derivat - 492/278 492 + +
DAHNSApp, - - 252 + +
DAHNSApp; - - 253 - +
DAHNSApp, - - 254 - +
DAHNSApps - 267/187 267 + +
UNK 242 - - 242 + -
UNK 225 - - 225 + -
UNK 478 - - 478 + -
UNK 688 - - 688 + -
UNK 871 - - 871 + -
UNK 565 - - 565 - -
UNK 156 - - - - -
UNK 214 - - - - -
UNK 606 - - 606 + +
UNK 662 - - 662 + +
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. UNK343 (m/z 343, CE = 50 V) und UNK188 (m/z 188, CE = -35 V)

Produktionenspektren unbekannter Verbindungen

miz, amu

miz, amu
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II. UNK386 (m/z 386, CE = —50 V) und UNK358 (m/z 358, CE =-50 V)
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IIl. UNK584 (m/z 584, CE = —50 V) and UNK661 (m/z 661, CE = —50 V)

m/z amu

Iz amu
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IV.UNK662 (m/z 662, CE = —80 V) and UNK608 (m/z 608, CE = 50 V)
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