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Motivation und Aufgabenstellung

1 Motivation und Aufgabenstellung

Von den Hinterlassenschaften der Rustungsindustrie aus dem 2. Weltkrieg geht bis
heute noch ein enormes Umweltgefahrdungspotential aus. Vor allem ehemalige
Produktionsstatten, Abflillanlagen oder Aufbereitungsanlagen fir Sprengstoffe sind
hoch kontaminiert mit toxischen Substanzen. Einer der wichtigsten Sprengstoffe im 2.
Weltkrieg war das 2,4,6-Trinitrotoluol (2,4,6-TNT), alleine in dem ehemaligen
Sprengstoffwerk in Clausthal-Zellerfeld wurden in den Kriegsjahren ca. 105.000
Tonnen produziert.

Die Produktion und Verarbeitung von Sprengstoffen war mit abwasser- und
abfallintensiven Verfahren verbunden. Eine Reinigung oder Aufbereitung der
hochbelasteten Abwasser fand unter Kriegsbedingungen nur teilweise oder gar nicht
statt, in den meisten Fallen wurden die Abwasser einfach in nahegelegene
Oberflachengewasser eingeleitet. Auch die anfallenden Abfalle, Produktions-
ruckstande oder Fehlchargen wurden entweder verbrannt oder auf dem
Werksgelande deponiert, wodurch eine hohe Kontamination der Bodden
hervorgerufen wurde. Durch unsachgemafRe Demontage oder teilweise Sprengung
der Produktionsgebdude kam es nach Kriegsende zu unkontrollierten und oft
weitraumigen Schadstoffverteilungen.

Da die Sprengstoffproduktionsstandorte aufgrund des hohen Wasserbedarfs meist in
grundwasserreichen Gegenden eingerichtet wurden und auch heute noch
Wasserschutzgebiete fir die Trinkwassergewinnung an diese Areale angrenzen,
ergibt sich ein hohes Gefahrdungspotential fir Mensch und Umwelt. Um auch in
Zukunft die Trinkwasserversorgung sicherzustellen, wird der Altlastensanierung ein
hoher Stellenwert zugeordnet. Jedoch sind herkdmmliche Dekontaminierungs-
Malnahmen oft sehr kostenaufwendig, weshalb sie fir Bund, Lander und
Kommunen oft unattraktiv sind.

In den letzten Jahren kam zunehmend der Begriff der ,Natural Attenuation® auf, der
sich auf natlrliche Abbau- und Rickhalteprozesse in der Umwelt bezieht. Durch
naturliche Schadstoffminderungsprozesse kénnen unter geeigneten Bedingungen
kostengunstig Schadstoffe abgebaut werden. Jedoch ist es dazu zwingend

erforderlich, nicht nur die bendtigten Bedingungen fur den Abbau von Schadstoffen
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zu erforschen, sondern auch eine detaillierte Kenntnis Uber die mdglichen
Transformationsprodukte und deren Toxizitat zu erhalten. Nur unter Beritcksichtigung
aller Parameter kann eine sichere Abschatzung wund Beurteilung des

Selbstreinigungspotentials auf einem bestimmten Standort erfolgen.

Aus diesem Grund férdert das Bundesministerium fur Bildung und Forschung das
Projekt KORA — Kontrollierter naturlicher Ruckhalt und Abbau von Schadstoffen bei
der Sanierung kontaminierter Grundwasser und Boden, dass im Themenverbund 5
"Rustungsaltlasten" die Maoglichkeiten und Wirkungen naturlicher Ruckhalt- und
Abbauprozesse an sprengstofftypischen Verbindungen auf drei Standorten
(Stadtallendorf in Hessen, Elsnig in Sachsen und Clausthal-Zellerfeld in

Niedersachsen) untersucht.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Aufklarung der Transformationswege des
2,4,6-Trinitrotoluol in Oberflachengewassern, die am Standort Clausthal-Zellerfeld
eine entscheidende Rolle spielen, im Rahmen des BMBF-Projektes KORA. Die
Bodenkdrper des ehemaligen Rustungsstandortes sind hoch kontaminiert mit 2,4,6-
TNT und Nebenprodukten der Synthese, die durch Niederschlage ausgewaschen
und somit mobilisiert werden. Diese Oberflachenwasser werden durch die zum Teil
noch vorhandene Kanalisation in drei angrenzende Teiche geleitet, die im
Einzugsgebiet der Harz-Wasserwerke liegen, weshalb hier ein dringender
Handlungsbedarf besteht. Ein Grofdteil der Arbeit soll fir die Untersuchungen der
mikrobiellen und photochemischen Transformationen in Oberflachengewassern und
die Identifizierung entstehender Metabolite mittels HPLC-Massenspektrometrie
verwendet werden, so dass eine Abschatzung der Toxizitat erfolgen kann. Des
Weiteren sollen Transformationsraten unter verschiedenen Bedingungen im Labor
und in  Umwelt-Simulationen bestimmt werden. Fir die photolytischen
Transformationsprozesse soll durch die Bestimmung von Quantenausbeuten und die
Simulation von Halbwertszeiten in der Umwelt eine Beurteilung Uber deren Nutzen
als Schadstoffminderungsprozess am Standort Clausthal-Zellerfeld erfolgen. Unter
Zuhilfenahme aller Ergebnisse kann dann eine Aussage Uuber das natlrliche

Selbstreinigungspotential am Standort erfolgen.
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2 Einleitung

In der ehemaligen Sprengstofffabrik ,Werk Tanne“ bei Clausthal-Zellerfeld wurden in
den Jahren von 1939 bis 1945 insgesamt ca. 105.000 t 2,4,6-Trinitrotoluol produziert.
Zusatzlich wurde eine Aufarbeitungsanlage zur Rickgewinnung von 2,4,6-TNT aus
Abfallen und Fehlchargen betrieben. Nach der Ubernahme des Werkes durch die
Britische Besatzungsmacht wurde in den Jahren von 1945 bis 1947 die Demontage
und Sprengung der Produktionsgebaude durchgefiihrt. Durch die unsachgemale
Entsorgung der kontaminierten Produktionsabwasser und das unsachgemalle
Deponieren der Reststoffe der Produktion wurde eine weitlaufige Kontamination
hervorgerufen. Auch die teilweise Sprengung der Produktionsgebaude trug einen Teil
dazu bei, dass sich die Kontamination nicht nur auf den Bereich des
Sprengstoffwerkes beschrankte, sondern auch Uber die Grenzen der Liegenschaft
hinausging. Eine definierte Quelle der Schadstoffbelastung lasst sich demnach nicht
lokalisieren, der  Schadstoffeintrag erfolgt grofflachig von  mehreren

Belastungsschwerpunkten.

Im Laufe der Herstellung von 2,4,6-Trinitrotoluol fallen grol’e Mengen an hoch
kontaminierten Abwassern an. Bereits mit Beginn der Sprengstoffproduktion 1939
zeichnete sich das Problem der Beseitigung dieser Produktionsabwasser ab.
Zunachst wurde eine Versickerung in Sickerschachten auf dem Werksgelande
geplant, die jedoch aufgrund der dichten Tonschiefer im Untergrund aufgegeben
werden musste. Danach behalf man sich mit der Einleitung der Abwasser in die
umliegenden Oberflachengewasser, was jedoch ein erhebliches Fischsterben
verursachte. Die bei der Produktion von 2,4,6-TNT anfallenden Abwasser sind stark
sauer, so dass sie mit Kalk neutralisiert wurden. Dabei fielen grolle Mengen an
Kalkschlamm an, die zudem noch Schadstoffe aus dem Abwasser enthielten.
Trotzdem wurden die Kalkschlamme aulRerhalb des eigentlichen Werksgelandes in
den Uferbereichen der angrenzenden Pfauenteichen abgelagert, von wo sie stetig

eine Kontamination verursachten.
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Der Schadstoffaustrag am Standort Clausthal-Zellerfeld erfolgt ausschlief3lich Uber
das Sicker- und Oberflachenwasser, die Ausbildung eines durchgehenden
Grundwasserleiters ist auf Grund der geologischen Verhaltnisse nicht zu erwarten.
Diese Wasser werden, soweit das unterdimensionierte und defekte Kanalsystem dies
erlaubt, entweder in eine Sickerwasserreinigungsanlage oder in Vorfluter geleitet.
Von hier aus gelangen sie in die angrenzenden Pfauenteiche, die das Werksgelande
im Sudosten begrenzen und im Einzugsgebiet der Harz-Wasserwerke liegen [1].

Abbildung 1 zeigt eine Ubersichtskarte des Werkes.

Qm,u DurchfhafoefSste Ben w  Ehem Waksgrmsn
.m Que lkchamnmganefiste Be wess  Untermdische Wasser-
.w”‘ stollen

Tenalee -
stellen (vusschlefkich) **t Vasaslheid

Abbildung 1: Ubersichtskarte des , Werk Tanne* in Clausthal-Zellerfeld
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2.1 Schadstoffsituation

Das Schadstoffspektrum ist an allen Standorten ehemaliger TNT-Fabriken sehr
ahnlich. Neben dem Hauptprodukt 2,4,6-Trinitrotoluol treten die Zwischenprodukte

der Synthese sowie die Transformationsprodukte der reduktiven Metabolisierung auf.

Die Herstellung von 2,4,6-TNT erfolgt in einem mehrstufigen Verfahren durch
Nitrierung von Toluol mit einem Gemisch aus Salpetersaure und Schwefelsaure
(Nitriersaure). Zunachst entstehen die Mononitrotoluole 2-Nitrotoluol und
4-Nitrotoluol, die Uber die Dinitrotoluole 2,4-Dinitrotoluol und 2,6-Dinitrotoluol weiter
zu 2,4,6-Trinitrotoluol nitriert werden. Als Nebenprodukte entstehen bei der Synthese
hauptsachlich 3-Nitrotoluol, 2,3-Dinitrotoluol und 3,4-Dinitrotoluol, in kleineren
Mengen sind auch 2,5-Dinitrotoluol und 3,5-Dinitrotoluol zu finden. Technisch
hergestelltes TNT enthalt zu ca. 95 % das symmetrische 2,4,6-Trinitrotoluol sowie die
unsymmetrischen Isomere 2,4,5-TNT (3 %), 2,3,4-TNT (1,3 %) und 2,3,6-TNT
(0,3 %). Um die unsymmetrischen Isomere abzutrennen, wurde das Rohprodukt
einer Natriumsulfit-Wasche unterzogen. Dabei bilden sich aus den unsymmetrischen
Isomeren die gut wasserldslichen Dinitrotoluolsulfonsauren 2,4-Dinitrotoluol-
sulfonsaure-3 und 2,4-Dinitrotoluolsulfonsaure-5. Die Abwasser der Sulfit-Wasche
enthielten hohe Konzentrationen an 2,4,6-TNT, den Dinitrotoluolsulfonsauren und
weiteren Synthesenebenprodukten, die nach Neutralisation mit Kalk meist direkt in
Vorfluter geleitet wurden und damit in die Umwelt gelangten. In der Umwelt
entstehen aus den eingetragenen Schadstoffen in der Regel polarere
Transformationsprodukte, die aufgrund ihrer hohen Mobilitat eine potentielle Gefahr

fur die Trinkwassergewinnung darstellen.

Auf dem Standort Clausthal-Zellerfeld ist ein Kluft-Grundwasserleiter charakteristisch,
aufgrund der Morphologie wird jedoch die Grundwasserneubildung weitestgehend
verhindert. Im Wesentlichen kdnnen hier nur nach Niederschlagsereignissen
entstehende Sickerwasserprozesse nachgewiesen werden, die umgehend in die
Vorfluter ins Tal gelangen. Dadurch werden Schadstoffe aus belasteten Bdden

herausgewaschen und somit mobilisiert.
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Der Untergrund des ehemaligen Werksgelandes ist aufgrund der damaligen
Produktionsablaufe, der zahlreichen Explosionen und der Bombentreffer in groReren
Bereichen mit 2,4,6-TNT belastet. Die ehemaligen Fullstellen, der Standort der
ehemaligen Aufbereitungsanlage, das Gelande der Trinitrierung sowie die
Munitionstestanlage zahlen zu den hoher kontaminierten Bereichen mit
Konzentrationen von > 100 mg TNT / kg Boden. Andere Bereiche des ehemaligen
Werksgelandes sind als mittel (> 1 < 100 mg TNT / kg Boden) und schwach ( <1 mg
TNT / kg Boden) einzustufen.

Untersuchungen von Bodenproben zeigten aul’erdem, dass neben 2,4,6-TNT, den
Dinitrotoluolen sowie den entsprechenden Reduktionsprodukten auch die
2,4,6-Trinitrobenzoesaure (2,4,6-TNBS), 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure (2-A-4,6-
DNBS), 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure (4-A-2,6-DNBS), 2,4,6-Trinitrobenzylalkohol

und 4-Amino-2,6-dinitrobenzylalkohol nachgewiesen werden konnten.

Von Oktober 2001 bis 2002 wurde eine ,Gefahrdungsabschatzung Wirkungspfad
Sickerwasser fur die Liegenschaft Werk Tanne® durchgefuhrt. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass erhdohte Gehalte an sprengstofftypischen Verbindungen in

den Mittleren und Unteren Pfauenteich gelangen [1]

Analysen von unterschiedlichen Wasserproben aus dem Werk Tanne ergaben, dass
neben dem Hauptprodukt 2,4,6-Trinitrotoluol auch die Zwischenprodukte der
Synthese, die Mononitrotoluole und die Dinitrotoluole in den Oberflachengewassern
vorhanden sind. Auch die Nitrobenzole und die Metaboliten des reduktiven Abbaus,
die Aminodinitrotoluole, konnen nachgewiesen werden. Zudem sind aber auch sehr
polare nitroaromatische Verbindungen in den Oberflachenwassern zu finden, wie die

2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure, 2,4-Dinitrobenzoesaure und 3,5-Dinitrophenol.

In Tabelle 1 sind nochmals alle nachgewiesenen sprengstofftypischen Verbindungen
aufgefuhrt, die in verschiedenen Wassern am Standort Clausthal-Zellerfeld
nachgewiesen werden konnten. Die massiven Schwankungen der gemessenen
Konzentrationen resultieren von den unterschiedlichen Orten der Probennahme. So
wurden Wasserproben der angrenzenden Pfauenteiche analysiert, die

Sickerwasserproben wurden von hoch kontaminierten Bereichen der ehemaligen
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Produktionsanlagen entnommen, die Proben der Oberflachenwasser stammen aus
Bereichen, in denen die Neutralisationsschlamme abgelagert wurden und die
Grundwasserproben  wurden an einer Stelle enthommen, an der

Produktionsabwasser in den Boden gepresst wurden.

Tabelle 1: nachgewiesene Verbindungen in Wassern am Standort Clausthal-Zellerfeld

Verbindung Gemessene Konzentration Literatur
(Hg/L)
Pfauen- Sicker- | Oberflachen- | Grund-
teich wasser wasser wasser

2,4,6-TNT 0,6 180 4 34 [2,3]
2-Nitrotoluol 16,7 - - - [3]
3-Nitrotoluol 1,9 - - - [3]
4-Nitrotoluol 4,9 - - - [3]

2,4-Dinitrotoluol 0,9 - - 430 [2,3]

2,6-Dinitrotoluol 0,7 24 - 64 [2,3]
1,3,5-Trinitrobenzol - 5,0 0,7 220 [2]
1,3-Dinitrobenzol - - - 53 [2]
4-Amino-2,6-dinitrotoluol - 7 - - [2]
2-Amino-4,6-dinitrotoluol - 12 - - [2]
2,4,6-Trinitrobenzoesaure + - - - [1]
2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure - 37 3,3 51 [2]
4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure + - - - [1]
2,4-Dinitrobenzoesaure - 4,5 0,7 160 [2]
3,5-Dinitrobenzoesaure - - - 11 [2]
3,5-Dinitrophenol - - - 45 [2]
4-Nitrobenzoesaure - - - 7 [2]

+: nachgewiesen, aber ohne Konzentrationsangabe

Anhand der gemessenen Konzentrationen und der Tatsache, dass Schadstoffe aus
kontaminierten Boden ausgewaschen und mobilisiert werden, steht fest, dass auch
heute noch ein enormes Umweltgefahrdungspotential von diesem ehemaligen

Rustungsstandort ausgeht.
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2.2 Sanierungskonzepte

Aromatische Nitroverbindungen sind in der Umwelt sehr bestandig und die Sanierung
von kontaminiertem Grundwasser, Sediment, Boden oder Oberflachenwassern ist oft
sehr kostenintensiv. Auch die hohe Toxizitat von Nitroaromaten und die Tatsache,
dass bei Transformationsreaktionen von 2,4,6-Trinitrotoluol einige abbauresistente
Verbindungen entstehen, limitieren die Sanierungsmalnahmen. Die effektivste
MaRnahme in der Sanierung ehemaliger Sprengstoffwerke ist das Entfernen
kontaminierter Boden und Schlamme und die Aufreinigung des Wassers, jedoch ist

dies aufgrund der hohen Kosten nicht in dem Ausmale durchflhrbar.

2.2.1 Adsorption

FUr die Dekontamination der anfallenden Oberflachenwasser werden Aktivkohle-
Filteranlagen eingesetzt, an denen die Verunreinigungen adsorbiert werden. Solch

eine Anlage ist auch auf dem Werk Tanne seit 1994 in Betrieb.

2.2.2 Advanced oxidation processes (AOP)

Eine weitere Klasse von Aufbereitungstechniken fir kontaminierte Abwasser stellen
die sogenannten ,Advanced oxidation processes” (AOP), bei denen eine Oxidation
der Verunreinigungen durch Hydroxylradikale ausgenutzt wird. Durch Oxidation mit
Wasserstoffperoxid und Ozon, sowohl mit als auch ohne UV-Behandlung, werden
Hydroxylradikale erzeugt, die den aromatischen Ring des Toluols 6ffnen und somit
eine Mineralisierung zu CO;, und H>O initiileren [4-6]. Auch die Fenton-Reaktion ist
eine beliebte Methode, hier werden die Hydroxylradikale aus Wasserstoffperoxid und
Eisen?*-lonen erzeugt [7,8]. Ebenfalls in der Literatur bekannt ist die Photolyse

kontaminierter Wasser in TiO2-Suspensionen [9-14].
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2.2.3 Sanierung mit Mikroorganismen

Mikroorganismen werden schon seit Jahrzehnten eingesetzt, um kommunale und
industrielle Abwasser zu reinigen [15]. Die Vorteile sind niedrige Kosten, einfache
Handhabung und offentliche Akzeptanz [16]. Jedoch werden zum Teil sehr lange
Reaktionszeiten bendtigt und entstehende toxische Metabolite kdnnen die
Mikroorganismen schadigen. Ein weiteres Problem besteht auch in der Resistenz
von 2,4,6-Trinitrotoluol gegen eine vollstandige Mineralisierung [17]. Trotz alle dem
ist die mikrobielle Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol sowohl unter aeroben [18-
32] als auch unter anaeroben Bedingungen [33-43] sehr gut erforscht. Allerdings
konnen in den wenigsten Fallen Mineralisierungen nachgewiesen werden, meist wird

nur eine Metabolisierung des 2,4,6-TNT erreicht.

2.2.4 Phytosanierung

Fur die Sanierung von kontaminierten Boden ist auch die Phytosanierung mit Hilfe
von Pflanzen eine geeignete Mallinahme. Diese Methode ist preiswerter als andere
Methoden und toleriert oft auch hohere Konzentrationen des Kontaminanten als
Mikroorganismen [16]. Bei der Phytosanierung kommen verschiedene Verfahren zum
Einsatz.

Bei der Phytoextraktion werden Pflanzen eingesetzt, die Schadstoffe aufnehmen und
akkumulieren kdnnen. Bevorzugt sind hierbei Pflanzen, die die Kontaminanten in den
Blattern, Stielen oder den Stammen anreichern. Diese kdnnen anschlie3end geerntet
und entsorgt werden.

Die Phytostabilisierung reduziert die Bioverfugbarkeit des Schadstoffes, indem eine
Sicherung des Bodens vorgenommen wird. Zum einen wird durch das Bepflanzen
z.B. mit einer Grasdecke der Boden vor Erosion und den Abtrag der Schadstoffe
durch Wind geschitzt. Zum Anderen kénnen bestimmte Pflanzen die Schadstoffe in
den Wurzeln aufnehmen und verringern somit die direkte Belastung des Bodens.

Bei der Phytodegradation werden die Schadstoffe von der Pflanze ebenfalls

aufgenommen, jedoch im Gegensatz zur Phytoextraktion nicht nur akkumuliert,
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sondern durch die Enzyme in der Pflanze transformiert. Somit kbnnen Schadstoffe
abgebaut und inaktiviert werden.

Die Phytovolatilisation ist eine Methode, bei der die Pflanze die Schadstoffe
aufnimmt, abbaut und durch die oberirdischen Organe in die Luft wieder abgibt.

Die Phytosanierung ist aufgrund des Zeitbedarfes nicht als SofortmalRnahme sondern

als langfristige und nachhaltige DekontaminationsmalRnahme anzusehen.

2.3 Naturliche Selbstreinigungsprozesse

Die Sanierung von Flachen aus Rustungsaltlasten ist mit hohen Kosten verbunden
und dadurch wirtschaftlich wenig attraktiv. Durch zunehmende Kenntnisse Uber das
Transport und Umweltverhalten sprengstofftypischer Verbindungen (STV) kdnnen
diese Kosten jedoch gesenkt werden. Hierzu missen gezielte Untersuchungen zu
Transformations- und Ruickhalteprozessen durchgefihrt werden, die zu einer
naturlichen Schadstoffminderung in Boden, Grund- und auch Oberflachenwasser
fuhren konnen. Im Vordergrund stehen dabei der langfristige Verbleib der
Schadstoffe  und deren  Metaboliten, da nur so die tatsachliche
»~ochadstoffminderung® beurteilt werden kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt der
naturlichen Schadstoffminderungsprozesse ist die mogliche Mobilisierung toxischer

Transformationsprodukte.

Uber das Selbstreinigungspotential TNT-belasteter Béden und Oberflachenwasser
am Standort Clausthal-Zellerfeld liegen bislang keine umfassenden Erkenntnisse vor.
Durch Analysen von Boden-, Sicker- und Oberflachenwasserproben konnte eine
Vielzahl von Transformationsprodukten nachgewiesen werden, die vermuten lassen,
dass hier sowohl biotische als auch abiotische Reaktionen ablaufen. Fur die
Beurteilung des Selbstreinigungspotentials am Standort ist es unbedingt erforderlich,
eine genaue Kenntnis Uber die verschiedenen Metabolisierungspfade des 2,4,6-
Trinitrotoluol zu erlangen. Aufgrund der Gegebenheiten am Standort spielen neben
dem bekannten reduktiven TNT-Metabolismus auch die weniger erforschten

photolytischen Transformationen in Oberflachenwasser eine entscheidende Rolle [1].
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2.3.1 Mikrobielle Transformation

Die mikrobielle Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol durch verschiedene
Bakterienstrange, Enzyme oder Pilzkulturen ist sehr gut erforscht [16,17,32,35,42,44-
63]. Sehr ausfiihrliche Ubersichtsartikel zu diesem Thema bieten A. Esteve-Nunez et
al. [64], J. Hawari et al. [65] und T. A. Lewis et al. [41].

Der mikrobielle Transformationspfad wird fast immer durch die Reduktion einer
Nitrogruppe eingeleitet. Dabei ist es einerlei, ob aerobe oder anaerobe, eventuell
sogar schon anoxische Bedingungen herrschen. Die N-O-Bindungen in der
Nitrogruppe sind auf Grund der unterschiedlichen Elektronegativitaten polarisiert. Die
partielle positive Ladung des Stickstoff-Atoms kombiniert mit der hohen
Elektronegativitdt ermdglicht eine leichte Reduktion der Nitrogruppe. Abbildung 2
zeigt den Mechanismus der mikrobiellen Reduktion der Nitrogruppe zu einer
Aminogruppe, der auf zwei unterschiedlichen Wegen durchgeflihrt werden kann [64].
Zum einen kann Uber einen ein-Elektronen-Transfer das Nitroanion-Radikal gebildet
werden, das leicht mit Sauerstoff unter Bildung eines Superoxid-Radikals zur
Ausgangsverbindung zuriickreagiert. Uber einen weiteren ein-Elektronen-Transfer in
Anwesenheit von H*-lonen wird unter Abspaltung von OH" die Nitrosoverbindung
gebildet. Zum Anderen kann diese Nitrosoverbindung auch auf direktem Wege Uber
einen zwei-Elektronen-Transfer in Anwesenheit von H" und Abspaltung von OH aus
der Ausgangsverbindung gebildet werden. Die folgenden zwei-Elektronen-Transfer-
Reaktionen in Anwesenheit von H*-lonen erzeugen das Hydroxylamino-Intermediat
und letztendlich die Aminoverbindung.

Diese Reduktion der Nitrogruppe wird nicht nur in Zellversuchen beobachtet, sondern
tritt auch in Sediment, Béden und in Grundwasserleitern auf [64]. Als Elektronen-
Donor kénnen in der Natur eine Vielzahl der vorhandenen Verbindungen wie Eisen-
Spezies, Schwefel-Spezies oder auch naturliche organische Materialien dienen [66-
69]. Klausen et al. [68] und Hofstetter et al. [70] postulierten, dass Eisen(lll)-Spezies
durch Mikroorganismen zu Eisen(ll)-Spezies reduziert werden, die dann die
Elektronen flr die Reduktion der Nitrogruppe zur Verfigung stellen und selbst wieder

zu Eisen(lll)-Spezies oxidiert werden.
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Abbildung 2: Mechanismus der Reduktion einer Nitrogruppe (aus Esteve-Nunez et al. [64])

Der in der Literatur vielbeschriebene Transformationspfad der mikrobiellen
Transformation von 2,4,6-TNT ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt
[17,45,54,63]. 2,4,6-Trinitrotoluol wird zu den Hydroxylaminoverbindungen 2-
Hydroxylamino-4,6-dinitrotoluol und 4-Hydroxylamino-2,6-dinitrotoluol  reduziert.
Diese werden hauptsachlich zu den analogen Aminodinitrotoluolen, 2-A-4,6-DNT und
4-A-2,6-DNT, weiterreduziert. Als Nebenreaktion kann aber auch die Reaktion zu
Azoxytoluolen beobachtet werden. Hierbei reagieren die Hydroxylamino-
verbindungen mit den Nitroso-Intermediaten zu den vier Azoxyverbindungen 2,2’-
Tetranitroazoxytoluol, 2,4’-Tetranitroazoxytoluol, 4,2’-Tetranitroazoxytoluol und 4,4’-
Tetranitroazoxytoluol. Die Reduktion von TNT zu den Aminodinitrotoluolen geschieht
nicht im selben Verhaltnis. Die para-stehende Nitrogruppe wird einfacher reduziert
als die ortho-stehende Nitrogruppe, daher Uberwiegt die Bildung des 4-Amino-2,6-
dinitrotoluol. Die Aminodinitrotoluole kénnen ihrerseits weiter zu den Diaminonitro-

toluolen bis hin zum Triaminotoluol reduziert werden.

Die Reduktion der ersten Nitrogruppe ist deutlich schneller als die folgenden
Reduktionen, da durch die Umwandlung der Nitrogruppe in eine Aminogruppe die
Elektronendichte im Aromaten erhoht wird und somit ein hdheres Redox-Potential fur
weitere Reduktionen erforderlich ist. Daher ist die Transformation zu Triaminotoluol

nur unter sehr stark anoxischen (sauerstofffreien) Bedingungen maoglich [67,71].
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Abbildung 3: Transformationsschema der

(angelehnt an Brannon [45])

mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT
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Ein weiterer Transformationspfad der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT ist
der Verlust einer Nitrogruppe, der in Abbildung 4 dargestellt ist. Die stark
elektronegativen Nitrogruppen des  2,4,6-Trinitrotoluol  erniedrigen  die
Elektronendichte im Aromaten und machen diesen dadurch fur nukleophile
Substitutionen angreifbar. In vivo wird dieser Weg durch Angriff eines Hydrid-lons
eingeleitet, durch den ein o-Meisenheimer-Komplex gebildet wird [64]. Durch

Abspaltung von Nitrit kann der Komplex rearomatisieren und ein Dinitrotoluol bilden.

CH, CH, CH,
O,N NO, O,N. _.-NO, NO,
—_—
- H
[H] @ ;
: NOZ_
NO, NO, NO,

Abbildung 4: Schema =zur Bildung des Meisenheimer-Komplexes und anschlieRende

Rearomatisierung durch den Verlust einer Nitrogruppe (aus Esteve-Nunez et al. [64])

Ein Problem in der Bilanzierung der mikrobiellen Transformationsreaktion ist immer
die vollstandige Erfassung aller entstandenen Metabolite. Da bei der Transformation
viele aromatische Amine entstehen, die schnell mit funktionellen Gruppen (wie z.B.
Carboxylgruppen) von Huminstoffen, Lipiden oder Proteinen reagieren und somit
einer Festlegung an organische Materialien erfahren, kénnen diese nicht erfasst
werden [72,73].

In Tabelle 2 sind die in der Literatur beschriebenen Metabolite, die bei mikrobiellen
Transformationen von 2,4,6-Trinitrotoluol identifiziert werden konnten, und die

zugehdrigen Publikationen aufgelistet.
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Tabelle 2: Literaturbekannte Metabolite der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT

Metabolit

Literatur

4-Amino-2,6-dinitrotoluol

2-Amino-4,6-dinitrotoluol

[32,35,42,44-50,52,54-57,59,60,62,64,65,74]
[32,35,42,44-50,52,54-57,59,60,62,64,65,74]

4-Hydroxylamino-2,6-dinitrotoluol

[32,55,57,62,74]

2-Hydroxylamino-4,6-dinitrotoluol

[32,55,57,62,74]

2,4-Diamino-6-nitrotoluol

[32,35,42,44,45,48-50,52,54,56,57,60,65,74]

2,6-Diamino-4-nitrotoluol

[32,35,42,44,45,48-50,52,54,56,57,60,65,74]

2,4,6-Triaminotoluol [35,42,45,50,52,65,74]
2,4-Dinitrotoluol [75,76]

Toluol [44]
[42,49,52,54,57,74,75]
[42,49,52,54,57,74,75]
[42,49,52,54,57,74,75]
[42,49,52,54,57,74,75]
4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure [30]
2-Amino-4-nitrotoluol [23]

2,2’-Tetranitroazoxytoluol

2,4’-Tetranitroazoxytoluol

4,2’-Tetranitroazoxytoluol

4.,4’-Tetranitroazoxytoluol

Die mikrobielle Transformation von 1,3,5-Trinitrobenzol ist ebenfalls weitreichend

erforscht. So sind in der Literatur Arbeiten zum mikrobiellen Abbau mit
verschiedenen Bakterienstrangen bekannt [44,74] und auch die Transformation in
Oberflachengewassern wurde untersucht [42]. Als Haupttransformationsprodukt
konnte in allen Fallen das 3,5-Dinitroanilin nachgewiesen werden. Bei den
Untersuchungen wurde ebenfalls festgestellt, dass die Transformationsrate von

1,3,5-TNB hoher ist als fur 2,4,6-TNT.
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2.3.2 Photolytische Transformation

Seit den ersten Tagen der Produktion ist bekannt, dass 2,4,6-Trinitrotoluol
photolytisch abgebaut werden kann. Werden die Produktionsabwasser, die bei der
Herstellung anfallen, dem Sonnenlicht ausgesetzt, bekommen sie innerhalb kurzester
Zeit eine dunkelrote Farbung und werden deshalb auch als ,pink water bezeichnet.
Die ausflhrlichsten Arbeiten zu diesem Thema wurden von Burlinson et al. [77],

Kaplan et al. [78] und Spanggord et al. [59] durchgefuhrt.

Analysen dieser tief roten Produktionsabwasser zeigten, dass es sich um eine sehr
komplexe Mischung von Substanzen handelt. Neben dem Hauptprodukt der
Synthese (2,4,6-TNT) und den bekannten Nebenprodukten sind eine Vielzahl noch
nicht identifizierter Verbindungen enthalten. Spanggord et al. [59] fand in
Laborstudien heraus, dass bei der photolytischen Transformation von
2,4,6-Trinitrotoluol viele oxidierte Metabolite gebildet werden, der vorgeschlagene
Transformationspfad ist in Abbildung 5 gezeigt. Durch Sonnenlicht wird aus dem
2,4 ,6-Trinitrotoluol zunachst der 2,4,6-Trinitrobenzylalkohol gebildet. Dieser reagiert
Uber den 2,4,6-Trinitrobenzaldehyd zur 2,4,6-Trinitrobenzoesaure, die durch
Decarboxylierung wiederum zu 1,3,5-Trinitrobenzol reagieren kann. Aus dem 2,4,6-
Trinitrobenzylalkohol wird ebenfalls die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure gebildet, die
als Hauptmetabolit gefunden werden konnte. Durch Decarboxylierung wird 3,5-
Dinitroanilin gebildet, das ebenfalls durch mikrobielle Transformation aus 1,3,5-
Trinitrobenzol entsteht. Aus der 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure entsteht aullerdem
durch Dissoziation in Wasser die 2-Hydroxy-4,6-dinitrobenzoesaure, die durch
Decarboxylierung zu 3,5-Dinitrophenol weiterreagiert. Auch die 2,4-Dinitro-
benzoesaure konnte als photolytisches Transformationsprodukt gefunden werden,
sie entsteht durch den Verlust der Aminogruppe aus der 2-Amino-4,6-

dinitrobenzoesaure.

Die meisten dieser von Spanggord gefundenen Transformationsprodukte konnten
auch in hohen Konzentrationen in Grundwasserproben ehemaliger Sprengstoff-

fabriken gefunden werden [2,79-82].
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Abbildung 5: Transformationsschema der photolytischen Transformation von 2,4,6-TNT

(angelehnt an Spanggord et al. [59])

Spanggord et al. [69] fand ebenfalls heraus, dass die in Oberflachenwasser
ablaufende photolytische Transformation erheblich schneller ablauft als die
mikrobielle Transformation. Zusatzlich wird die Photolyse in natlrlichen Gewassern

durch die vorhandenen Humin- oder Fulvinsauren katalysiert.
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Burlinson et al. [77] fand bei der Photolyse von wassrigen TNT-Losungen auch die
bei der mikrobiellen Transformation gebildeten Azoxyverbindungen 2,2’,6,6'-
Tetranitro-4,4’-azoxytoluol, 4,4’,6,6’-Tetranitro-2,2’-azoxytoluol, 2,4’,6,6’-Tetranitro-
4,2’-azoxytoluol und 4,2’,6,6’-Tetranitro-2,4’-azoxytoluol. Allerdings konnten nur ca.

20 % der entstandenen Metabolite (iber Benzol-Extrakte identifiziert werden.

In einer weiterfUhrenden Studie konnten Kaplan et al. [78] einige carboxylierte Diazo-
und Azoxybenzole als Phototransformationsprodukte nachweisen. Abbildung 6 zeigt
die Bildung dieser Metaboliten. Aus 2,4,6-Trinitrobenzaldehyd kann durch Photolyse
2,2’-Dicarboxy-3,3’,5,5-tetranitroazoxybenzol, das in der Literatur als ,white
compound® bezeichnet wird, und 2,2’-Dicarboxy-3,3’,5,5'-tetranitroazobenzol
(,desoxy white compound®) gebildet werden. Durch Decarboxylierung wird das
2-Carboxy-3,3’,5,5’-tetranitroazoxybenzol (,monocarboxy white compound®) gebildet,

das ebenfalls identifiziert werden konnte.

CHO COOH
O,N NO, O,N NO,
hv
—_—
NO, NO,
2,4,6-Trinitrobenzaldehyd 2,4,6-Trinitrobenzoesaure
hv A
O,N COOH HOOCG NO, O,N COOH NO,
-CO,
T=N _— l|\I=N
¢} o
O,N NO, O,N NO,
2,2'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazoxybenzol 2-Carboxy-3,3',5,5"-tetranitroazoxybenzol
"white compound" "monocarboxy white compound"
O,N COOH HOOC NO,
N=—N
O,N NO,

2,2'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazobenzol
"desoxy white compound"

Abbildung 6: Bildung der carboxylierten Azoxyverbindungen (aus Kaplan et al. [78])

18



Einleitung

In Tabelle 3 sind nochmals die bislang bekannten Metabolite der photochemischen

Transformation von 2,4,6-TNT mit den zugehdrigen Literaturstellen aufgelistet.

Tabelle 3: Literaturbekannte Metabolite der photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT

Metabolit Literatur
1,3,5-Trinitrobenzol [4,5,9,59,63,77,78,83,84]
2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure [59,78]
2,4,6-Trinitrobenzylalkohol [69,77,78]

2,4,6-Trinitrobenzaldehyd

[4,5,9,59,63,77,78,84]

2.,4,6-Trinitrobenzoesaure

[9,59,63,77,78,83,84]

2,4-Dinitrobenzoesaure [59]
3,5-Dinitroanilin [9,59,84]
2-Hydroxy-4,6-Dinitrobenzoesaure [59]
2,4,6-Trinitrophenol [9,84]
3,5-Dinitrophenol [4,59,77,83]
4,6-Dinitroanthranil [63,77,78,84]
4,6-Dinitroisoanthranil [78]

2,4,6-Trinitrobenzonitril

[63,77,78,84]

2,4 ,6-Trinitrobenzaldoxim

[78]

2,2’,6,6’-Tetranitro-4,4’-azoxytoluol [77]
4,4’ 6,6'-Tetranitro-2,2’-azoxytoluol [77]
2,4’,6,6’-Tetranitro-4,2’-azoxytoluol [77]
4,2’,6,6’-Tetranitro-2,4’-azoxytoluol [77]
2,2’-Dicarboxy-3,3’,5,5'-tetranitroazoxybenzol | [78,83]
2,2’-Dicarboxy-3,3’,5,5'-tetranitroazobenzol [78]
2-Carboxy-3,3’,5,5’-tetranitroazoxybenzol [78]
N-(2-Carboxy-3,5-dinitrophenyl)-2,4,6- 78]

trinitrobenzamid
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Die literaturbekannten Arbeiten der letzten Jahre zur photolytischen Transformation
von 24,6-TNT beziehen sich ausschlieBlich auf die Bestimmung der
Transformationsraten unter verschiedenen Bedingungen und nicht auf die
Metabolitenaufklarung  [4,7,13,78,85-89]. Fur die Beurteilung natlrlicher
Abbauprozesse ist die Aufklarung des photolytischen Metabolisierungspfades jedoch
zwingend notwendig, da eine Einschatzung der Toxizitat nur geschehen kann, wenn
die entstehenden Verbindungen bekannt sind. Es ist bekannt, dass bei der
photochemischen Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol weitere Azo- und
Azoxyverbindungen entstehen, jedoch konnten diese bislang nicht identifiziert
werden [63]. Auch mdgliche weitere Metabolite konnten bislang aus den komplexen
Mischungen nicht isoliert und nachgewiesen werden. Grunde hierfur sind zum einen
die verwendeten Extraktionsmethoden und fehlende Referenzsubstanzen fur
Vergleiche. Zum anderen waren die damaligen analytischen Methoden fur solch

komplexe Reaktionsgemische nicht ausreichend.

Die photolytische Transformation von 1,3,5-Trinitrobenzol wurde ebenfalls
untersucht. Allerdings konnte bislang keine Metabolisierung festgestellt werden
[74,77].

In der Literatur ist auch die photolytische Transformation der Dinitrotoluole bekannt.
Der Mechanismus der Transformation und die entstehenden Metabolite sind analog
zu den Photoprodukten des 2,4,6-TNT [74]. Bei der Photolyse von 2,4-DNT in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid konnten als Hauptmetabolite das
1,3-Dinitrobenzol und die Nitrophenole nachgewiesen werden [6]. Nach Simmons
und Zepp [86] ist die Transformationsrate fur 2,6-Dinitrotoluol in nattrlichen Wassern
hoher als die von 2,4-Dinitrotoluol, was an den beiden elektronenziehenden

Nitrogruppen in ortho-Position liegt [74].

Uber die Photolyse der Aminodinitrotoluole in natlrlichen Gewassern ist in der
Literatur nur sehr wenig beschrieben. Nach Layton et al. [74] werden 2-Amino-4,6-
dinitrotoluol und 4-Amino-2,6-dinitrotoluol photolytisch abgebaut. Als Hauptmetabolit
fur die Transformation des 2-A-4,6-DNT konnte Dinitroindazol nachgewiesen werden,
die Photoprodukte des 4-A-2,6-DNT sind der 4-Amino-2,6-dinitrobenzaldehyd und
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4-Amino-6-nitroanthranil, jedoch machen diese Metabolite gerade 2 % der gesamten

entstandenen Produkte aus.

In der heutigen Zeit er6ffnen moderne analytische Methoden neue Wege in der
Metabolismusforschung. So kénnen durch den Einsatz von Anreicherungstechniken
sogar kleinste Mengen an entstandenen Metaboliten identifiziert werden. Die Analytik
von komplexen Mischungen ist durch die EinfUhrung der verschiedensten
Kopplungstechniken auch deutlich einfacher geworden. Durch die Kopplung der
HPLC mit der Massenspektrometrie steht eine Methode zur Verfligung, mit dem
neben einer Trennung zusatzlich strukturelle Informationen erhalten werden kénnen.
Mit Hilfe der hochauflosenden Massenspektrometrie kdnnen sogar exakte Massen
(£ 2 mmu) bestimmt werden und somit direkt die chemische Zusammensetzung der

Verbindung berechnet werden.

2.4 Einsatz der Isotopenmarkierung in der Metabolitenaufklarung

Studien zur Metabolitenaufklarung sind generell mit dem Problem behaftet, dass
nicht immer alle Signale zugeordnet werden konnen. Bei der Aufklarung des
Transformationspfades von 2,4,6-Trinitrotoluol in naturlichen Oberflachenwassern tritt
noch ein weiteres Problem auf: Natlrliche Wasser sind reich an gelésten Humin- und
Fulvinstoffen und noch vielen weiteren Bestandteilen, die im Massenspektrum einen
weiten Bereich Uberlagern. Abbildung 7 zeigt das aufsummierte Massenspektrum
Uber einen Zeitraum von 10 Minuten. Die Retentionszeiten der Humin- und
Fulvinsauren liegen zusatzlich in dem Bereich, in dem auch die interessanten polaren
Metaboliten des 2,4,6-TNT eluieren. Jedoch konnen in solch einer Vielzahl an
Signalen nicht diejenigen zweifelsfrei erkannt werden, die den entstandenen

Verbindungen zuzuordnen sind.
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Abbildung 7: Auszug eines Massenspektrums {ber einen Retentionszeitbereich von

10 Minuten von einer Probe vom Ablauf des unteren Pfauenteiches

Eine weit verbreitete LOsung ist der Einsatz von Isotopenmarkierung. Fur
stickstoffhaltige Verbindungen kann das stabile Isotop >N verwendet werden, das im
Gegensatz zu den radioaktiven Isotopen wie z.B. *C ohne besondere Genehmigung
und aullerhalb von Kontrollbereichen gehandhabt werden kann. Diese Methode
wurde schon erfolgreich bei der Aufklarung des Transformationspfades von
2,4,6-Trinitrotoluol in Boden mit Hilfe der N-NMR-Spektroskopie angewendet
[17,90].

Hierbei werden Lésungen von unmarkiertem Trinitrotoluol (alle Stickstoffatome
besitzen die natiirliche Verteilung an "N und "N ) und markiertem Trinitrotoluol (alle
Stickstoffatome sind nur N markiert) im Verhéltnis 1 : 1 eingesetzt. Das '°N-
markierte Trinitrotoluol besitzt dieselben chemischen Eigenschaften wie die
unmarkierte Verbindung und unterliegt denselben Transformationspfaden. Alle
entstehenden Metabolite zeigen somit im Massenspektrum eine Aufspaltung des
Molekulpeaks und es kann so eindeutig geklart werden, welches Signal von einem
Metaboliten stammt und welches nicht. In Abbildung 8 ist ein Massenspektrum aus

einem markierten Batchversuch gezeigt. Anhand des Aufspaltungsmusters des
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Molekulpeaks konnen hier eindeutig drei Verbindungen identifiziert werden, die flr
die Aufklarung des Transformationspfades bericksichtigt werden mussen. Dies ist
besonders interessant, wenn ein Metabolit nur in einer sehr geringen Menge entsteht

und ein sehr schwaches Signal ergibt.
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Abbildung 8: Durch *N-/**N-Markierung entstandene Aufspaltungsmuster am Beispiel eines
Massenspektrums von einem markierten Batchversuch zur photochemischen Transformation
von 2,4,6-TNT

Aus dem Aufspaltungsmuster kdnnen jedoch noch weitere Informationen erhalten
werden. Wie bei den mikrobiologischen und photochemischen Transformations-
wegen schon beschrieben wurde, entstehen auch Metaboliten, bei denen eine oder
mehrere Nitrogruppen abgespalten wurden. In Batchversuchen mit ™N-/"°N-
Markierung zeigt jedoch der Abstand der Massen zueinander direkt an, wie viele
Stickstoffe in der jeweiligen Verbindung noch vorhanden sind. Abbildung 9 zeigt ein
Beispiel aus einem Batchversuch zur photochemischen Transformation von
2,4,6-Trinitrotoluol. Die Massendifferenz zwischen den Molekulpeaks mit den Massen
226,0100 m/z und 229,0011 m/z ist 3, das heildt, es sind noch alle drei

Stickstoffatome in der Verbindung vorhanden. Bei der Berechnung der
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Summenformel der Verbindung kann nun gezielt die Zusammensetzung ausgewahlt
werden, in der drei Stickstoffatome vorkommen, somit wird die Auswahl deutlich
erleichtert. Die Simulation der berechneten Summenformel zeigt mit einer
Massendifferenz von 0,6 mmu, dass es sich hier um noch nicht umgesetztes 2,4,6-

Trinitrotoluol handelt.

SPECTRUM - simulation :
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5 80 Massendifferenz = 3 226,0079 212 3,0 C4 HB 09 N2
2 226,0132 -3,24 12,0 C10 H2 O3 N4
s . , , )
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Abbildung 9: Die Massendifferenz gibt eine direkte Information zur Anzahl der Stickstoffatome

und somit wird die Berechnung der Summenformel vereinfacht

Das hier gezeigte Beispiel ist jedoch sehr einfach, da keine anderen Moglichkeiten
fur die Struktur bestehen. Aber bei den gebildeten mehrkernigen Azo- und
Azoxyverbindungen treten sehr charakteristische Aufspaltungsmuster auf, die neben
den Informationen zur Zusammensetzung der Summenformel auch wichtige
Informationen zur Strukturaufklarung liefern. In der Literatur ist zwar bekannt, dass
neben den nachgewiesenen Verbindungen noch weitere mehrkernige Metabolite
gebildet werden, diese konnten bislang jedoch noch nicht identifiziert werden [63].

Daher ist die Aufklarung gerade dieser Metabolite von grolem Interesse. Im
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Folgenden sollen die entstehenden Aufspaltungsmuster aus den markierten

Versuchen naher erlautert werden.

Bei einer zweikernigen Azo- oder Azoxyverbindung, die noch alle sechs
Stickstoffatome enthalt, sind diese symmetrisch auf beide Ringe verteilt. Jedoch gibt
es fir die Verteilung der N- und "°N-Markierungen in den Ringen verschiedene

Maoglichkeiten, Abbildung 10 zeigt dies.

14

14 15

N

N=N

Abstand (m/z): X + 3 + 6

Intensitatsverhaltnis: 1 : 2 : 1

Abbildung 10: Aufspaltungsmuster fur zweikernige Azoverbindungen mit 6 Stickstoffatomen

So kénnen entweder beide Ringe '*N-markiert sein, ein Ring ist '*N- und einer "°N-
markiert oder beide Ringe sind °N-markiert. Die Massendifferenz der Molekiilpeaks
ergibt sich somit zu x (nur "N) + 3 ("™N/"°N) + 6 (nur N). Die stochastische
Betrachtung zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit einer gemischten "N und 'N-
Markierung doppelt so hoch ist, wie die Wahrscheinlichkeit fir nur "N oder nur *N-
Markierung. Demzufolge ergibt sich das Intensitatsverhaltnis der Molekllpeaks

zueinander zu 1 zu 2 zu 1.

Zweikernige Azo- oder Azoxyverbindungen, bei denen eine Nitrogruppe abgespalten
wurde, zeigen ein anderes Aufspaltungsmuster, das in Abbildung 11 dargestellt ist.
Der Abstand der Moleklulpeaks zueinander betragt in diesem Fall
x (ur MN) + 2 (3N, 2*°N) + 3 (2N, 3*°N) + 5 (nur "N). Die
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Wahrscheinlichkeiten der verschiedenen Verteilungen von ™N und "N sind in

diesem Fall jedoch gleich, daher treten die Moleklulpeaks mit demselben

WM

Abstand: X + 2+ 3 + 5

Intensitatsverhaltnis auf.

Intensitatsverhaltnis: 1 o1 1 1

Abbildung 11: Aufspaltungsmuster fur zweikernige Azoverbindungen mit 5 Stickstoffatomen

Bei zweikernigen Verbindungen, die nur noch 4 Stickstoffmolekile enthalten, kdnnen
zwei verschiedene Falle auftreten. Zum einen konnen die Stickstoffe symmetrisch auf
beide Ringe verteilt sein. Somit ergibt sich dann ein ahnliches Aufspaltungsmuster
wie bei 6 Stickstoffatomen, der Abstand der drei Molekllpeaks zueinander ist x (nur
“N) + 2 (MN/™®N) + 4 (nur N) und das Intensitatsverhaltnis 1 zu 2 zu 1. Zum
anderen konnen die Stickstoffatome auch unsymmetrisch auf die Ringe verteilt
vorliegen, wodurch sich ein anderes Aufspaltungsmuster ergibt. Dieser Fall ist in
Abbildung 12 dargestellt. Das Aufspaltungsmuster der Molekllpeaks zeigt nun
Massenabstiande von x (nur ™N) + 1 (3*"N, 1*"*N) + 3 (1*"N, 3*"*N) + 4 (nur "°N).
Auch hier sind die Wahrscheinlichkeiten fur alle Moglichkeiten gleich grofd, weshalb

ein Intensitatsverhaltnis von 1 zu 1 zu 1 zu 1 resultiert.
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14N 4

145, 5N

W OO

N
Abstand: x + 1 + 3 + 4

Intensitatsverhaltnis: 1 : 1 : 1 1

Abbildung 12: Aufspaltungsmuster fur zweikernige Azoverbindungen mit 4 Stickstoffatomen

Bei dreikernigen Azo- oder Azoxyverbindungen ergibt sich ein komplexeres
Aufspaltungsmuster. In Abbildung 13 ist das Beispiel des einfachsten Falles
vorgestellt, einer dreikernigen Azoverbindung mit neun Stickstoffatomen. Zur
Vereinfachung wurde hier direkt von den unterschiedlichen zweikernigen
Verbindungen ausgegangen, an die ein weiterer Ring angeknupft wird. Der
Molekulpeak dieser dreikernigen Verbindung wird in vier einzelne Signale
aufgespaltet, die einen Massenabstand von
x (nur N) + 3 (6*"N, 3*"*N) + 6 (3*"*N, 6*'°N) + 9 (nur "°N) zueinander haben. Die
Wahrscheinlichkeit, dass eine gemischte Verteilung der ™N und '°N-markierten
Stickstoffatome in dem gesamten Molekul vorliegt ist wiederum doppelt so hoch, wie
die Wahrscheinlichkeit, dass alle Stickstoffe im Molekil nur "N- oder nur ™N-
markiert sind. Da jedoch schon von einem Intensitatsverhaltnis von 1 zu 2 zu 1 der
symmetrischen zweikernigen Verbindung ausgegangen wird, ergibt sich fur eine
dreikernige Verbindung mit neun Stickstoffatomen eine Intensitatsverteilung der

MolekUllpeaks von 1 zu 3 zu 3 zu 1.
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Abstand: X + 3 + 6 + 9

Intensitatsverhaltnis: 1 : 3 : 3 : 1

Abbildung 13: Aufspaltungsmuster fur dreikernige Azoverbindungen mit 9 Stickstoffatomen

Durch den Einsatz der "N- / "®N-Markierung wird also die Identifizierung einzelner
Massensignale erleichtert, die Zusammensetzung der Summenformel kann einfacher
bestimmt werden und zudem werden sehr wichtige Informationen zur
Strukturaufklarung erhalten. Daher sollte diese Methode auch in der Aufklarung der
mikrobiellen und photochemischen Transformationspfade von 2,4,6-Trinitrotoluol in

Oberflachenwasser zum Einsatz kommen.
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3 Experimenteller Tell

Zur Untersuchung der naturlichen Transformationswege sprengstofftypischer
Verbindungen wurden verschiedene Batchversuche zur mikrobiellen und photo-

chemischen Transformation durchgeflhrt.

3.1 Mikrobielle Transformation

Die Batchversuche zur mikrobiellen Transformation in Oberflachenwasser wurden fir

die Verbindungen 2,4,6-Trinitrotoluol und 1,3,5-Trinitrobenzol durchgefuhrt.

Hierzu wurde in dunklen Glasflaschen Standortwasser aus dem Pfauenteich mit
wassrigen Losungen der Substanzen in Konzentrationen von 1 mg/L, 5 mg/L und
10 mg/L versetzt. Zur Identifizierung und Strukturaufklarung der entstehenden
Metabolite wurden zusatzlich Batchversuche durchgefuhrt, in denen eine Mischung
aus "N/"N-markierten Verbindungen im Verhdltnis 1 zu 1 mit einer Gesamt-
konzentration von 5 mg/L eingesetzt wurde.

Die Aufbewahrung der Flaschen erfolgte unter aeroben Bedingungen in einem
Karton, um Lichteinstrahlung zu vermeiden. In bestimmten Zeitintervallen wurden
Proben genommen und mittels HPLC-DAD Uber Direktinjektion untersucht.

Um Nebenreaktionen wie z.B. photochemische Reaktionen auszuschlieRen, wurden
zusatzlich 5 mL Aliquote der Losungen entnommen und mit Natriumazid vergiftet.
Diese Proben wurden wie die unvergifteten Proben aufbewahrt und ebenfalls mittels
HPLC-DAD untersucht.

Die HPLC-Trennung wurde auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma Sepserv
durchgefuhrt. Als Elutionsmittel dienten Methanol und ein Ammoniumformiat-Puffer
mit einer Konzentration von 5 mmol/L und einem pH-Wert von 3,7. Zur Verbesserung
der Trennleistung wurde ein Gradientenprogramm verwendet, das bei einem Fluss
von 0,35 mL/Minute von 60 % Puffer und 40 % Methanol in 25 Minuten auf 100 %
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Methanol verlief. Die Injektionsvolumina betrugen bei den Batchversuchen mit 1 mg/L
und 5 mg/L jeweils 50 uL, bei den Versuchen mit einer Konzentration von 10 mg/L

wurden 20 pL der Probenlosung injiziert.

Zur ldentifizierung und Strukturaufklarung der entstandenen Metabolite wurden
verschiedene Proben aus den Versuchen mittels HPLC-hochauflésender
Massenspektrometrie analysiert. Hierzu wurden die Proben zunachst Uber eine
Festphasenextraktion mit einer LiChrolut EN-Saule der Firma Merck angereichert.
Die angereicherten Proben wurden anschliel3end mit HPLC-MS untersucht.

Die HPLC-Trennung wurde ebenfalls auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma
Sepserv durchgefuhrt, als Elutionsmittel diente hier Acetonitril und Reinstwasser, das
mit Ameisensaure auf einen pH-Wert von 2,9 gebracht wurde. Das verwendete
Gradientenprogramm verlief von 95 % Wasser (pH 2,9) in 70 Minuten auf 100 %
Acetonitril bei einem Fluss von 0,3 mL/Minute. Als lonisationsmethode wurde sowohl
ESI als auch APCI verwendet. Die Injektionsvolumina wurden je nach eingesetzter
Konzentration variiert, sie sind daher unter den jeweiligen Chromatogrammen

aufgefuhrt.

3.2 Photochemische Transformation

Da die photochemische Transformation mit Sonnenlicht starken saisonalen,
klimatischen und regionalen Schwankungen unterliegt, wurden zur Aufklarung der
photochemischen  Transformationswege  sprengstofftypischer  Verbindungen

Laborversuche mit verschiedenen Lichtquellen und Apparaturen durchgefuhrt.

3.2.1 Laborversuche mit einer Tageslichtlampe

Die Laborversuche zur photochemischen Transformation mit einer Tageslichtlampe
wurden far die Substanzen 2,4,6-Trinitrotoluol, 1,3,5-Trinitrobenzol,
2,4,6-Trinitrobenzoesaure, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol und
2,4-Dinitrotoluol durchgeflhrt.
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FUr die verschiedenen Substanzen wurden wassrige Losungen in Standortwasser
aus dem Pfauenteich mit einer Konzentration von jeweils 10 mg/L hergestellt und in
ein 100 mL Becherglas gegeben. Zusatzlich wurden von jeder Losung 10 mL
Aliquote entnommen und in braunen Glasflaschen im Dunkeln aufbewahrt. Die
Becherglaser wurden wahrend der Bestrahlung in einem Wasserbad gekuhlt, um den
Einfluss von Temperaturschwankungen zu reduzieren und ein eventuelles
Verdampfen der Losungen zu vermeiden. Als Lichtquelle wurde eine Osram Vitalux
Lampe mit 300 W verwendet, die in einem Abstand von 10 cm Uber den Proben
befestigt wurde. Die Bestrahlungen wurden Uber mehrere Tage unter Simulation
naturlicher Bedingungen durchgefihrt, indem der Tag- und Nacht-Rhythmus
eingehalten wurde. In bestimmten Zeitintervallen wurden Proben der bestrahlten
Losungen und der Dunkelproben genommen und mittels HPLC-DAD Uber

Direktinjektion untersucht.

Um den Einfluss von Huminstoffen auf die photochemische Transformation von
Nitroaromaten zu untersuchen, wurden die Losungen von 2,4,6-TNT, 1,3,5-TNB und
2,4,6-TNBS neben den Versuchen in natlrlichen Wassern auch in Reinstwasser
bestranhlt.

Fur die Identifizierung von photochemisch generierten Metaboliten und zur
Strukturaufklarung dieser wurden die Versuche fur 2,4,6-Trinitrotoluol und

1,3,5-Trinitrobenzol zusatzlich mit einer "*N- / "®N-Markierung durchgefiihrt.

Die HPLC-Trennung wurde ebenfalls auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma
Sepserv  durchgefuhrt. Als  Elutionsmittel dienten  Methanol und ein
Ammoniumformiat-Puffer mit einer Konzentration von 5 mmol/L und einem pH-Wert
von 3,7. Zur Verbesserung der Trennleistung wurde ein Gradientenprogramm
verwendet, das bei einem Fluss von 0,30 mL/Minute von 100 % Puffer in 25 Minuten

auf 100 % Methanol verlief. Das Injektionsvolumen betrug bei allen Proben 50 pL.

Die Identifizierung und Strukturaufklarung der entstandenen Metabolite erfolgte
mittels HPLC-hochauflosender Massenspektrometrie. Hier wurden die Proben zum

einen Uber Direktinjektion gemessen, zum anderen aber auch vor der Analyse uber
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eine Festphasenextraktion mit der Saule LiChrolut-EN der Firma Merck angereichert.

Wie die Proben behandelt wurden ist unter den jeweiligen Messungen aufgefihrt.

Die HPLC-Trennung erfolgte auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma Sepserv,
als Elutionsmittel dienten Acetonitril und Reinstwasser, das mit Ameisensaure auf
einen pH-Wert von 2,9 gebracht wurde. Das verwendete Gradientenprogramm verlief
von 95 % Wasser (pH 2,9) in 70 Minuten auf 100 % Acetonitril bei einem Fluss von
0,3 mL/Minute. Als lonisationsmethode wurde ausschlieBlich ESI im negativen

Modus verwendet.

3.2.2 Laborversuche in der Atlas SUNTEST CPS*-Apparatur

Zusatzlich zu den Batchversuchen mit einer Tageslichtlampe wurden am Fraunhofer
Institut in Schmallenberg in einer Atlas SUNTEST CPS*-Apparatur Proben bestrahlt.
Diese Apparatur ist fur die Bestimmung von Quantenausbeuten nach DIN unter

Verwendung eines chemischen Aktinometers geeignet.

Diese Bestrahlungen wurden fur 2,4,6-Trinitrotoluol, 1,3,5-Trinitrobenzol,
2,4-Dinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol,

2,4-Dinitrobenzoesaure und 2-Nitrotoluol durchgeflhrt.

Die Losungen der einzelnen Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen
angesetzt. Zudem wurden die Bestrahlungen unter verschiedenen Bedingungen
durchgefuhrt. Hierbei wurden Reinstwasser und Standortwasser aus dem
Pfauenteich verwendet, sowie mit Idslichen Huminstoffen angereichertes
Reinstwasser. Auch Pufferlésungen wurden verwendet, um die Abhangigkeit der
Transformationsraten vom pH-Wert der Losung zu untersuchen. Die einzelnen

Bedingungen sind bei den jeweiligen Proben aufgefuhrt.

Jeweils 10 mL der angesetzten Lésungen wurden in ein Glasvial gegeben, das mit

einem Deckel aus Quarzglas verschlossen wurde. Fir jede Substanz wurden drei
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solche Vials in der Apparatur auf unterschiedlichen Positionen verteilt, um einen
Einfluss der Entfernung der Probe von der Lichtquelle auf die Transformationsrate zu
vermeiden. Abbildung 14 zeigt den Innenraum der Apparatur und die
Probenpositionen. Zusatzlich zu den Ldsungen der verschiedenen Substanzen
wurde in jedem Bestrahlungsversuch ein chemisches Aktinometer verwendet, um
aulRere Einflisse wie z.B. Schwankungen der Lichtintensitat zu vermeiden und eine
bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche zu erreichen. Hierzu wurden
jeweils drei Vials mit einer Lésung von para-Nitroanisol (10° mol/L)und Pyridin (10

mol/L) in die Apparatur gegeben und auf verschiedenen Positionen bestrahlt.

Abbildung 14: Innenraum der SUNTEST CPS"*-Apparatur (Quelle: Dr. D. Hennecke)

Um die durch die Bestrahlung entstehenden Temperaturschwankungen
auszugleichen und eine Durchmischung der Proben zu erreichen, wurden die Proben
zum einen permanent geruhrt und zum anderen gekuhlt. Abbildung 15 zeigt die
verwendete SUNTEST CPS*-Apparatur am Fraunhofer Institut in Schmallenberg. Die
Apparatur ist nach unten hin offen, wodurch der Probenblock in der Hohe verstellt
werden kann. Dieser ist auf einem Magnetrihrer angebracht, der eine gleichmaRige
Durchmischung der Proben gewahrleistet. Zusatzlich ist der Probenblock an eine
externe Wasserkuhlung angeschlossen, um gleichbleibende Temperaturen wahrend

der gesamten Dauer der Bestrahlung zu erreichen.
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Abbildung 15: verwendete Atlas SUNTEST CPS'-Apparatur am Fraunhofer-Institut in

Schmallenberg

Die Probennahme erfolgte in Zeitabstdanden von jeweils einer Stunde und die
Analyse wurde mittels HPLC-DAD Uber Direktinjektion durchgefiihrt. Parallel zu den
bestrahlten Proben wurden jeweils Dunkelproben analysiert, die zum gleichen
Zeitpunkt angesetzt worden waren und in braunen Glasflaschen im Dunklen

aufbewahrt wurden.

Die HPLC-Analyse erfolgte auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma Sepserv,
als Elutionsmittel wurde Acetonitril und ein Phosphatpuffer (KH,PO4 ¢ = 5 mmol/L,
pH-Wert = 2,44) verwendet. Das Gradientenprogramm verlief von 100 % Puffer in 50
Minuten auf 100 % Acetonitrii mit einem Fluss von 0,5 mL/Minute. Das

Injektionsvolumen betrug jeweils 50 pL.

Die jeweiligen Endproben nach Beendigung der Bestrahlung wurden zusatzlich
mittels HPLC-hochauflésender Massenspektrometrie untersucht. Einige Proben
wurden hier mittels Direktinjektion untersucht, andere Proben mussten zunachst dber
eine Festphasenextraktion mit einer LiChrolut-EN-Saule der Firma Merck
angereichert werden. Die gewahlten Bedingungen sind jeweils unter den

entsprechenden Abbildungen aufgeflhrt.
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Die HPLC-Trennung erfolgte ebenfalls auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma
Sepserv, als Elutionsmittel dienten Acetonitrii und Reinstwasser, das mit
Ameisensaure auf einen pH-Wert von 2,9 gebracht wurde. Das verwendete
Gradientenprogramm verlief von 95 % Wasser (pH 2,9) in 70 Minuten auf 100 %
Acetonitril bei einem Fluss von 0,3 mL/Minute. Fir einige Proben wurde die
Chromatographie neben Acetonitrii auch mit Methanol durchgefiuhrt, da so eine
bessere lonisierung der Analyte erreicht wurde. Als lonisatiosmethode wurde
standardmalig ESI im negativen Modus verwendet, einige Messungen wurden
jedoch auch im positiven Modus durchgeflhrt. Zudem wurden ausgewahlte Proben
zusatzlich mit APCI gemessen. Die gewahlten Bedingungen sind bei der Auswertung

der einzelnen Proben beschrieben.

3.2.3 Versuche zur Phototransformation unter simulierten

Umweltbedingungen

Fir die Beurteilung des Selbstreinigungspotentials sprengstofftypischer
Verbindungen sind die Voraussetzungen am Standort entscheidend. Da die Daten
aus Laborversuchen nicht direkt auf den Standort Ubertragen werden konnen,
wurden in einem Kooperationsprojekt mit dem Fraunhofer-Institut in Schmallenberg
Simulationsversuche zur photolytischen Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol,
2,4-Dinitrotoluol, 2,4-Dinitrobenzoesaure und 2-Nitrotoluol unter Standortbedingun-

gen durchgefuhrt.

Am Standort Clausthal-Zellerfeld sind aufgrund des Schadstoffeintrages in die
angrenzenden Pfauenteiche die photochemischen Transformationsprozesse in
Oberflachenwassern besonders von Bedeutung. Daher sollte in den Simulations-

versuchen eine Nachstellung des Pfauenteiches erfolgen.

Hierzu wurde ein System in einem Reaktor konzipiert, dessen Temperatur reguliert
werden kann. Im Inneren dieses Reaktors befinden sich funf gleiche Segmente aus

Edelstahl, die mit jeweils 50 kg Sediment und 100 Liter Wasser aus dem Pfauenteich
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beflllt wurden (Abbildung 16). Nachdem sich das Sediment etwas abgesetzt hatte
und die Temperatur des Reaktors auf 10 bzw. 25 °C gebracht wurde, wurden die
Segmente mit der ausgewahlten Testsubstanz versetzt. Die Konzentrationen fur die
Verbindungen wurden so gewahlt, dass jeweils eine Endkonzentration von 1 mg/L

erreicht wurde.

Abbildung 16: Darstellung des Reaktors von Innen mit den einzelnen Segmenten, die zum Teil

schon befillt wurden

Die Bestrahlung erfolgte mit einer OSRAM HQI-TS-Lampe. Experimente mit einem
UV-Sensor zeigten, dass diese Lampe ein ahnliches Emmissionsspektrum zeigt, wie
natlrliches Sonnenlicht. Zusatzlich wurden Kontrollexperimente mit dem in der
SUNTEST CPS*-Apparatur verwendeten chemischen Aktinometer (para-Nitroanisol /
Pyridin) durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Transformationsraten im Reaktor-

versuch vergleichbar mit denen aus der Anlage waren.

Die Probennahme erfolgte am ersten Tag in einem Rhythmus von ein bis zwei
Stunden, nach ein paar Tagen wurde nur noch einmal taglich eine Probe genommen.
Die Analyse der Proben mittels HPLC erfolgte ausschlieRlich am Fraunhofer-Institut

in Schmallenberg.
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|

Abbildung 17: Darstellung des Reaktors von Aulen wéhrend eines Bestrahlungsexperimentes,

die Lichtquelle sitzt zentriert (iber der Offnung (Quelle: Dr. D. Hennecke)

Einige ausgewahlte Proben sollten jedoch mittels HPLC-hochauflésender
Massenspektrometrie auf entstandene Metabolite untersucht werden. Vor der
Analyse wurden die Proben Uber die Festphasenextraktionssaule LiChrolut-EN der
Firma Merck um den Faktor 10 angereichert. Die HPLC-Trennung erfolgte analog zu
den schon beschriebenen Analysen auf der Saule ,Ultrasep ES Phen1“ der Firma
Sepserv, als Elutionsmittel dienten Acetonitrii und Reinstwasser, das mit
Ameisensaure auf einen pH-Wert von 2,9 gebracht wurde. Das verwendete
Gradientenprogramm verlief von 95 % Wasser (pH 2,9) in 70 Minuten auf 100 %
Acetonitril bei einem Fluss von 0,3 mL/Minute. Als lonisationsmethode wurde
standardmafRig ESI im negativen Modus verwendet, zudem wurden ausgewahite

Proben zusatzlich mit APCI gemessen.
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3.3 Anreicherung uber Festphasenextraktion

Um auch kleine Mengen an entstandenen Metaboliten nachzuweisen wurden einige

Proben mittels Festphasenextraktion angereichert.

Hierzu wurde eine LiChrolut EN-Saule der Firma Merck verwendet. Diese wurde
zunachst mit jeweils 3 mL Methanol, 3 mL Acetonitril und anschliellend zweimal mit
jeweils 3 mL Reinstwasser konditioniert.

Die anzureichernde Probe wurde mit 85 %iger Phosphorsaure versetzt (pro 100 mL

Probe 3 Tropfen Saure) und anschlieend Uber die Saule angereichert.

Die Elution erfolgte zweimal mit 3 mL eines Acetonitril / Reinstwasser —Gemisches
(80 / 20, v/ v). Das Eluat wurde im Stickstoffstrom bei 50 °C auf 1 mL angereicherte

Ldsung eingeengt.

3.4 ldentifizierung der Metabolite

Die Identifizierung der Metabolite erfolgte bei den HPLC-DAD-Messungen Uber einen
Vergleich der UV-Spektren. Durch Messungen der vorhandenen Standards und
Hinterlegung der UV-Spektren der einzelnen Substanzen konnte mittlerweile eine
sehr umfangreiche Spektrenbibliothek angelegt werden, die einen Vergleich der UV-
Spektren entstehender Metaboliten mit den in der Datenbank vorhandenen Eintragen

ermoglicht.

Die ldentifizierung unbekannter Metabolite in der Massenspektrometrie wurde mit
Hilfe der hochauflésenden Massenspektrometrie und der Bestimmung exakter
Massen erreicht, jedoch mussen die angegebenen Strukturen als Strukturvorschlage
angesehen werden.

Fur weiterfUhrende Strukturinformationen waren NMR-Messungen notig gewesen,
die jedoch eine hdhere Stoffmenge bendtigen. Da aber bei den Versuchen gerade

die unbekannten Metabolite nur in sehr geringen Konzentrationen entstehen und
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zudem eine praparative Abtrennung fast nicht mdglich ist, wurde hier auf diese
Analysen verzichtet. Zudem ist auch bei den NMR-Messungen eine Aussage Uber
Positionen von funktionellen Gruppen unheimlich schwierig, da gerade bei den
Azoxyverbindungen unglaublich viele Isomere moglich sind, die nur sehr schwer

unterschieden werden konnen.

Trotzdem konnten alleine mit der Massenspektrometrie schon einige Details der
Strukturen bestimmt werden. So sind die Positionen der Stickstoffatome am
Aromaten durch die eingesetzten Substanzen vorgegeben. Durch die Verwendung
der "N- und "N-markierten Substanzen kénnen zusétzlich noch Informationen zur
Anzahl der Stickstoffatome und zur Verteilung dieser auf die Aromaten erhalten
werden, was besonders wichtig fur die Strukturaufklarung unbekannter Azo- und
Azoxyverbindungen ist. Durch die Informationen zur Anzahl der Stickstoffatome
konnte dann auch die Bestimmung der Summenformel erleichtert werden, da diese

auf wenige Vorschlage eingegrenzt werden konnte.

Bei den in dieser Arbeit angegebenen Strukturen handelt es sich also um plausible

Strukturvorschlage.
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4 Ergebnisse

4.1 Schadstoffbelastung von Oberflachenwassern auf dem Standort

Der Schadstoffaustrag von sprengstofftypischen Verbindungen aus dem
Werksgelande erfolgt fast ausschlieBlich Uber das Sicker- und Oberflachenwasser.
Durch die auf dem Gelande kinstlich angelegten Wassergraben und Wasserstollen
des ehemaligen Bergbaus, die Kanalisation des ehemaligen Sprengstoffwerkes und
natirliche Abflisse gelangt das Wasser Uber Vorfluter groftenteils in die
angrenzenden Pfauenteiche, die im Einzugsgebiet der Harz-Wasserwerke liegen.
Untersuchungen von Wasserproben, die zum Einen auf dem Werksgelande an der
Messstelle D1 und zum Anderen am Ablauf der Pfauenteiche genommen wurden
zeigten, dass das Schadstoffspektrum sehr unterschiedlich ist. Die Lage der

Messstellen ist in Abbildung 18 dargestellt.

Abbildung 18: Karte des Standortes in Clausthal-Zellerfeld, die eingezeichneten Punkte

beschreiben die Messstellen, an denen Proben genommen wurden
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Die Wasserproben auf dem Werksgelande wurden an der Messstelle D1
entnommen. Diese Messstelle ist eine Durchflussmessstelle und liegt in einem
gemauerten Schacht, durch den das Oberflachenwasser aus der Kanalisation des

Werksgelandes in den unteren Pfauenteich eingeleitet wird.

Abbildung 19 zeigt das Chromatogramm einer Wasserprobe der Messstelle D1, die
im Juni 2007 entnommen wurde. Als Hauptverunreinigungen wurden 2-Amino-4,6-
dinitrobenzoesaure, 1,3,5-Trinitrobenzol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol und 4-Amino-2,6-
dinitrotoluol sowie 2,4,6-Trinitrotoluol identifiziert. Daneben treten in ebenfalls
erheblichen Konzentrationen die 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure, 2,4,6-Trinitro-
benzoesaure, 3,5-Dinitroanilin sowie die literaturbekannte Azoxyverbindung

2,4'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazoxybenzol [82] auf.
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2-A-4,6-DNT
4-A-2,6-DNT
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Abbildung 19: Chromatogramm einer Wasserprobe der Messstelle D1 vom Juni 2007

Da zurzeit nur ein geringer Teil des Oberflachen- und Sickerwassers uber eine
Aktivkohle-Filteranlage gereinigt wird, muss von einem erheblichen Schadstoffeintrag
in die angrenzenden Pfauenteiche ausgegangen werden. Uber die Zufliisse zum
Pfauenteich gelangen sehr hohe Konzentrationen von 2,4,6-Trinitrotoluol in die

Teiche. Demzufolge musste sich die hochste Schadstoffbelastung an 2,4,6-TNT und
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Nebenprodukten der TNT-Produktion in diesen Oberflachenwassern nachweisen
lassen. Erstaunlicherweise kdnnen jedoch am Auslauf der Pfauenteiche lediglich die
Aminodinitrobenzoesauren und die Trinitrobenzoesaure in signifikanten Konzen-
trationen nachgewiesen werden, 2,4,6-TNT und die Aminodinitrotoluole sind in sehr
viel geringeren Konzentrationen vorhanden. Auch die in der Wasserprobe der
Messstelle D1 enthaltenen Verbindungen 1,3,5-TNB, 3,5-DNA und die
Azoxyverbindung sind am Ablauf des Pfauenteiches nur noch in Spuren zu finden.
Zudem zeigten Untersuchungen, dass die Konzentrationen an sprengstofftypischen
Verbindungen je nach Jahreszeit starken Schwankungen unterliegen. Abbildung 20
zeigt einige Chromatogramme von Wasserproben, die in verschiedenen Monaten an
derselben Messstelle am Ablauf des unteren Pfauenteiches entnommen wurden.
Betrachtet man das gesamte Spektrum an sprengstofftypischen Verbindungen, so
fallt auf, dass in den Wintermonaten deutlich héhere Konzentrationen festgestellt
werden konnten als in den Sommermonaten. Die ist jedoch erstaunlich, denn zu
Zeiten groller Wasserfihrung und der Schneeschmelze sollte eine Verdinnung

erwartete werden, nicht jedoch die gefundenen absolut hoheren Gehalte.
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Abbildung 20: Chromatogramme der Wasserproben vom Ablauf des unteren Pfauenteiches, die

in verschiedenen Monaten gesammelt wurden
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Die polaren Verbindungen 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure, 2,4,6-Trinitrobenzoe-
saure und 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure sind in den Wasserproben von Januar bis
Dezember immer zu finden, jedoch schwanken die Konzentrationen teilweise
erheblich. In Tabelle 4 sind die nachgewiesenen Konzentrationen der gefundenen
Sauren flr die verschiedenen Monate der Probennahme aufgeflhrt. Wahrend bei der
4-Aminodinitrobenzoesaure und bei der Trinitrobenzoesaure die Konzentrationen im
Bereich von 1 pg/L liegen, ist die Konzentration der 2-Aminodinitrobenzoesaure im
Jahresschnitt um das vierfache hoher. Zudem werden deutliche Schwankungen der

Konzentration von 2 pg/L bis 5 ug/L beobachtet.

Tabelle 4: Konzentrationen der Nitrobenzoesauren am Ablauf des unteren Pfauenteiches in

verschiedenen Monaten

4-A-2,6-DNBS 2,4,6-TNBS 2-A-4,6-DNBS
Konzentration in pg/L Konzentration in pg/L Konzentration in pg/L
Juli 05 0,80 - 3,60
November 06 - - 2,00
Januar 07 1,06 1,34 5,24
Marz 07 1,08 0,64 3,49
Juni 07 0,45 1,12 4,27
November 07 0,97 0,68 2,90
Dezember 07 0,75 0,43 2,91

Wahrend die polaren Verbindungen in den nachgewiesenen Konzentrationen
geringfligigen Schwankungen unterliegen, sind die Auswirkungen der saisonalen und
klimatischen Bedingungen auf die unpolaren Verbindungen sehr viel starker
ausgepragt. So zeigt Abbildung 20, dass die Schadstoffbelastung an 2,4,6-TNT,
2-Amino-4,6-Dinitrotoluol und 4-Amino-2,6-Dinitrotoluol in den Wintermonaten
erheblich hoéher ist als in den Sommermonaten, im Juli sind diese gar nicht
nachweisbar. In der Probe vom Januar 2007 konnte bei 2,4,6-TNT eine 30fach
hohere und bei den ADNTSs eine 10fach hohere Belastung nachgewiesen werden als
im Marz 2007 (Tabelle 5). Der Grund hierfur ist in den natirlichen Transformations-
prozessen in Oberflachenwassern zu suchen. Da in den Wintermonaten auf Grund
der geographischen Lage des Gelandes die Seen zum groften Teil zugefroren sind
und die Sonneneinstrahlung ebenfalls sehr gering ist, finden in diesen Monaten keine

mikrobiologischen oder photochemischen Prozesse statt. Dies hat zur Folge, dass
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die durch die Zuflisse eingetragene Schadstoffbelastung auch am Abfluss der
Pfauenteiche zu finden ist. Im Marz jedoch kommt es auf Grund der saisonalen
Bedingungen wieder zu naturlichen Transformationsprozessen in den Seen, weshalb
deutlich geringere Belastungen an 2,4,6-TNT und den Aminodinitrotoluolen nachzu-

weisen sind.

Tabelle 5: Peakflachen der nachgewiesenen sprengstofftypischen Verbindungen am Ablauf

des unteren Pfauenteiches in verschiedenen Monaten

Peakflachen fur gefundene STV (in AU*Minute)
Nov 06 Jan 07 Mrz 07 Jun 07 Nov 07 Dez 07
4-A-2,6-DNBS - 46,24 56,055 44,943 33,671 35,847
2,4,6-TNBS - 29,104 14,016 24,309 14,799 9,311
2-A-4,6-DNBS 59,126 154,85 103,123 126,417 85,809 86,174
1,3,5-TNB 6,137 - - - - -
3,5-DNA - - 2,837 3,259 - 5,414
2,4'-Dicarboxy-3,3',5,5'-
- 33,549 5,311 4,522 - 5,661
tetranitroazoxybenzol
2-A-4,6-DNT und
1,614 85,209 7,994 60,509 21,858 85,068
4-A-2,6-DNT
2,4,6-TNT - 15,485 0,46 21,785 1,258 7,229

Zudem zeigte sich in den Untersuchungen, dass das Schadstoffspektrum ebenfalls
stark abhangig von der jeweiligen Wetterlage ist. In Abbildung 21 sind die
Chromatogramme zweier Proben aus Sommermonaten dargestellt, die zum Einen im
Juli 2005 und zum Anderen im Juni 2007 am Ablauf des unteren Pfauenteiches
entnommen wurden. Bislang konnten in den Sommermonaten, wie am Beispiel der
Probe vom Juli 2005 zu sehen, lediglich die Benzoesauren nachgewiesen werden,
nicht jedoch 2,4,6-TNT, TNB oder die Aminodinitrotoluole. Die enthommene Probe
vom Juni 2007 sollte nach diesen Erkenntnissen eigentlich keine Belastung an 2,4,6-
TNT und den Aminodinitrotoluolen aufweisen, es wurden aber Konzentrationen
festgestellt, wie sie normalerweise in den Wintermonaten auftreten. Der Grund fur
diese ungewohnliche Probe aus einem Sommermonat liegt an den klimatischen
Bedingungen. Zum Zeitpunkt der Probennahme fuhrten die Pfauenteiche
Hochwasser und durch die wochenlang anhaltenden Regenfalle wurde ein enormer

Schadstoffeintrag Uber die Zuflisse in die Pfauenteiche gebracht. Auf Grund der
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niedrigen Temperaturen, den geringen Sonnenstunden und der sehr viel hdheren
Schadstoffbelastung konnten die naturlichen Transformationsprozesse nicht wie fur
Sommermonate ublich ablaufen. Demzufolge konnten die unpolaren Verbindungen
am Ablauf des Pfauenteiches nachgewiesen werden. Die naturlichen Transfor-
mationsprozesse sind also nicht nur abhangig von der Jahreszeit, sondern auch von

den jeweiligen klimatischen Bedingungen.
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Abbildung 21: Vergleich zweier Chromatogramme aus dem Juli 2005 und dem Juni 2007

Diese Untersuchungen zeigten, dass in den Oberflachenwassern des Standortes
naturliche Transformationsprozesse von sprengstofftypischen Verbindungen eine

grolde Rolle spielen.

In den folgenden Kapiteln sollen die mikrobiellen und photolytischen
Transformationspfade relevanter Verbindungen naher untersucht werden. Neben den
bekannten unpolaren Metaboliten soll vor allem die Entstehung der polaren
Metaboliten 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure, 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure und

2,4,6-Trinitrobenzoesaure im Vordergrund stehen.
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4.2 Aufklarung der Transformationswege und Identifizierung von

Metaboliten

Wie schon in der Einleitung erwahnt wurde, stehen die Aufklarung der
Transformationswege in der Umwelt und die Identifizierung entstehender Metabolite
in dieser Arbeit im Vordergrund. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den
Batchversuchen zu mikrobiellen und photochemischen Transformationen ausflhrlich

vorgestellt.

4.2.1 Mikrobielle Transformation

421.1 2,4,6-Trinitrotoluol

Batchversuche zur mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT ergaben, dass diese
relativ langsam ablauft. So ist nach einer Reaktionsdauer von einem Jahr selbst bei
Konzentrationen von 1 mg/L noch nicht umgesetztes 2,4,6-TNT nachzuweisen.
Abbildung 22 zeigt einige ausgewahlte Chromatogramme von Proben aus dem
Batchversuch von 2,4,6-TNT mit einer Konzentration von 1 mg/L in
Pfauenteichwasser Uber den gesamten Versuchszeitraum. Die Konzentration von
2,4,6-TNT nimmt nur sehr langsam ab und in Probe 29, die nach einem Jahr
Versuchsdauer entnommen wurde, sind immer noch 12 % des eingesetzten 2,4,6-
TNTs vorhanden.

Zudem kann die Zunahme der Peakflachen der Metabolite 4-A-2,6-DNT,
2-A-4,6-DNT beobachtet werden, wobei die Bildung des 4-A-2,6-DNTs bevorzugt
wird. Im Laufe der mikrobiellen Transformation entstehen eine Vielzahl an
Azoxyverbindungen, die einerseits intermediar gebildet und weiter umgesetzt werden
(Azoxyverbindungen 1 und 2), andererseits die Azoxyverbindungen 3 und 4, deren

Peakflachen uber den gesamten Versuchszeitraum kontinuierlich groRer werden.
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Abbildung 22: Chromatogramme der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT in
Pfauenteichwasser, Konzentration 1 mg/L

Abbildung 23 =zeigt einen Vergleich zwischen zwei Proben der mikrobiellen
Transformation in Pfauenteichwasser, die am selben Tag entnommen wurden, wobei
eine Probe bei Versuchsbeginn mit Natriumazid vergiftet wurde. In dieser Probe
sollte demnach keine mikrobiologische Aktivitat mehr vorhanden sein. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die unvergiftete Probe mikrobielle Aktivitdt aufweist und ein
Grofteil des TNT metabolisiert wurde, in der vergifteten Probe ist lediglich 2,4,6-TNT
nachzuweisen. Da die Proben gleich gelagert wurden, kdénnen auch weitere
Metabolisierungsreaktionen, z.B. photochemische Transformationen in diesem Fall
ausgeschlossen werden. Die Transformationen sind ausschlieBlich durch die

Mikrobiologie im Pfauenteichwasser zu erklaren.

47



Ergebnisse Mikrobielle Transformation 2,4,6-TNT

40+

N
1=}
1

\,M__A__J A N~~~ Pfauenteichwasser

\/\—‘__J\J mit Azid vergiftet
0 w

T T T 1
10 15 20 25 30
Retentionszeit in Minuten

Intensitat in AU

Pfauenteichwasser

Abbildung 23: Vergleich zweier Chromatogramme zur mikrobiellen Transformation von
2,4,6-TNT in normalem und mit Natriumazid vergiftetem Pfauenteichwasser, ¢ =1 mg/L

Abbildung 24 zeigt die Transformationskurve der mikrobiellen Transformation von
2,4,6-TNT und die zugehdrigen Entstehungskurven der Hauptmetabolite Uber den
gesamten Versuchszeitraum. Durch die Auftragung der absoluten Peakflachen wird
deutlich, dass die Peakflachen der Metabolite nicht annahernd der urspringlichen
Peakflache von 2,4,6-TNT entsprechen, auch wenn unterschiedliche spektros-
kopische Eigenschaften berlcksichtigt werden. Eine vollstandige Bilanzierung der
mikrobiologischen Transformation von 2,4,6-TNT kann also nur Uber die Bestimmung
von Konzentrationen erfolgen, was jedoch aufgrund nicht vorhandener Standards fir
unbekannte Metabolite nicht moglich ist. Ein weiterer Grund liegt in der Vielzahl der
entstehenden Verbindungen, die jede fur sich einen kleinen Anteil ausmachen,
zusammengenommen jedoch einen grofden Teil des umgesetzten 2,4,6-TNTs

beinhalten.
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Abbildung 24: Transformationskurve der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT und

Entstehungskurven der Hauptmetabolite

Die Versuche zur mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT zeigten, dass die
Transformationsrate stark von der eingesetzten Konzentration des 2,4,6-TNT
abhangig ist. Abbildung 25 zeigt die Transformationskurven fur verschiedene
Konzentrationen an 2,4,6-TNT. Bei einer Konzentration von 1 mg/L ist schon nach
ca. 26 Tagen 50 % des eingesetzten TNTs, bezogen auf die Anfangspeakflache,
metabolisiert worden. Bei einer Konzentration von 5 mg/L dauert die Metabolisierung
deutlich langer, hier dauert es schon 165 Tagen (ca. 5,5 Monate), bis 50 %
transformiert worden sind. Bei einer Konzentration von 10 mg/L dauert es fast 10
Monate, bis 50 % der eingesetzen Menge an 2,4,6-TNT metabolisiert sind. Der
Grund fur diese Unterschiede in den Transformationsraten liegt in der Limitierung des
C-Gehaltes naturlicher Gewasser. Fur kleinere Konzentrationen an Schadstoffen
reicht der naturliche C-Gehalt aus, diese Verbindungen zu transformieren. Bei
héheren Konzentrationen wird fur die Transformation ein héherer C-Gehalt bendtigt,
als in den natlrlichen Gewassern vorhanden ist, daher dauert die Transformation

deutlich langer.

49



Ergebnisse Mikrobielle Transformation 2,4,6-TNT

100 4§
i'i ] 1 mg/L TNT
° 5 mg/L TNT
N e 10 mS/L TNT
80 o.‘o.
°\° [
[ B ] L]
£ L ole® ®e °
2 * e
-8 60+ l- e o
[ ]
o 40 -
o) "
E LA
g " u [ ]
8 20 4 u = .
[ ]
04
T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Versuchsdauer in Tagen

Abbildung 25: Transformationsraten der mikrobiellen Transformation von TNT bei

unterschiedlichen Konzentrationen

Die Batchversuche zur mikrobiellen Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol wurden
zur Metabolitenaufklarung teilweise mit *N/'°N-markiertem TNT durchgefiihrt und
mittels HPLC-hochauflésender Massenspektrometrie untersucht. Abbildung 26 zeigt
das Chromatogramm der Endprobe der mikrobiellen Transformation nach einem Jahr
und die identifizierten Metabolite. Als Hauptmetabolite konnten die
Aminodinitrotoluole 2-Amino-4,6-dinitrotoluol 9a und 4-Amino-2,6-dinitrotoluol 9b
nachgewiesen werden, die als solche auch in der Literatur bekannt sind [32,35,44-
50,54,55,57,59,60,62,65]. Zudem wurden sehr viele polare Verbindungen gebildet,
wie der Aminodinitrobenzaldehyd 1 und die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 2.
Ebenfalls konnen die Benzoesauren identifiziert werden, in denen eine Nitrogruppe
durch eine OH-Gruppe ersetzt wurde 3 oder diese sogar abgespalten wurde 7. Auch
ein Aminodinitrobenzylalkohol 5 und geringe Mengen an Pikrinsaure 6 konnten
nachgewiesen werden. Bei der mikrobiellen Transformation des 2,4,6-TNT entsteht
weiterhin ein schwefelhaltiger Metabolit 4, dessen Struktur alleine mit der
Massenspektrometrie noch nicht vollstandig geklart werden konnte. Neben grofen
Mengen an nicht umgesetzten 2,4,6-TNT 10 konnten auch noch eine Vielzahl an
Azoxy- und Azoverbindungen identifiziert werden, als Hauptmetabolite seien hier die
Verbindungen 8, 11 und 12 gezeigt.
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Abbildung 26: Chromatogramm und Metabolite der mikrobiellen Transformation von TNT

(Probe angereichert um Faktor 10)
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Fur Azoxyverbindung 11 werden in der Massenspur 4 getrennte Signale mit der
Masse 405,0424 m/z und der Summenformel Ci4H1oNeOg erhalten. Demnach
entstehen auch bei der mikrobiellen Transformation in Oberflachenwasser die vier
isomeren Azoxyverbindungen 2,2’,6,6’-Tetranitro-4,4’azoxytoluol, 4,4’,6,6’-Tetranitro-
2,2’azoxytoluol, 4,2’,6,6’-Tetranitro-2,4’azoxytoluol und 2,4’,6,6’-Tetranitro-4,2’azoxy-
toluol, die aus der Literatur bekannt sind [42,49,52,54,57,74]. Alle anderen angege-
benen Strukturen der Azoxy-Metaboliten stellen lediglich Strukturvorschlage dar, da
auf Grund der geringen Mengen keine praparativen Abtrennungen der einzelnen
Verbindungen flr weitere strukturaufklarende Analysen durchgefihrt werden
konnten. In Anhang 1 sind alle Metabolite der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-
Trinitrotoluol, die mittels hochauflosender Massenspektrometrie identifiziert werden

konnten, aufgelistet.

Zudem sind in der Literatur noch drei weitere Verbindungen als Hauptmetabolite der
mikrobiellen Transformation bekannt, die in der gezeigten Endprobe des
Batchversuches nicht gefunden wurden. Die Hydroxylaminodinitrotoluole
[32,55,57,62,74] konnten zwar in der Endprobe nicht nachgewiesen werden, sehr
wohl aber zu Beginn der Transformation. Allerdings reichte das Redoxpotential des
verwendeten Standortwassers unter den aeroben Bedingungen nicht aus, um eine
Transformation des TNTs bis zu den Diaminonitrotoluolen [32,35,42,44,45,48-
50,52,54,56,57,60,65,74] oder sogar dem Triaminotoluol [35,42,45,50,52,65] zu
erreichen. Das dazu bendtigte Redoxpotential wird nur unter anaeroben

Bedingungen erreicht.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die mikrobielle Transformation von 2,4,6-
Trinitrotoluol in Oberflachenwassern als ein natirlicher Schadstoffminderungs-
prozess anzusehen ist. Jedoch ist die Zeitspanne, die bendtigt wird, um eine
bestimmte Menge an TNT abzubauen, relativ lang.

Allerdings zeigen verschiedene Untersuchungen zur Toxizitat, dass die mikrobiellen
Transformationsprodukte 4-A-2,6-DNT und 2-A-4,6-DNT eine deutlich geringere
Toxizitat aufweisen als das 2,4,6-TNT selbst [91]. Somit ist der mikrobiellen
Transformation von 2,4,6-TNT eindeutig ein naturliches Schadstoffminderungs-

potential zuzuschreiben.
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42.1.2 1,3,5-Trinitrobenzol

Im Gegensatz zu 2,4,6-Trinitrotoluol 1auft die mikrobielle Transformation von 1,3,5-
Trinitrobenzol in Oberflachenwasser sehr schnell ab. Abbildung 27 zeigt einen
Vergleich der mikrobiellen Transformationen von 2,4,6-TNT und 1,3,5-TNB in
Pfauenteichwasser bei Konzentrationen von jeweils 5 mg/L. Wahrend bei 2,4,6-TNT
nach 165 Tagen 50 % der eingesetzten Stoffmenge metabolisiert wurde, liegt die Zeit
fur 1,3,5-TNB bei 19 Tagen.
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Abbildung 27: Vergleich der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT und 1,3,5-TNB

Abbildung 28 zeigt einige Chromatogramme ausgewahlter Proben der mikrobiellen
Transformation von 1,3,5-Trinitrobenzol. Deutlich zu erkennen ist die Abnahme des
Peaks von 1,3,5-TNB sowie die Zunahme der Signale fir 3,5-DNA und der
Azoxyverbindung 1. Azoxyverbindung 2 scheint ein Intermediat zu sein, sie ist nicht

in allen Proben zu finden.
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Abbildung 28: Chromatogramme der mikrobiellen Transformation von 1,3,5-TNB in
Pfauenteichwasser, Konzentration 10 mg/L

Wie auch im Falle des 2,4,6-TNT ist die mikrobielle Transformation von
1,3,5-Trinitrobenzol stark von der Konzentration abhangig. In Abbildung 29 sind die
Transformationskurven von 1,3,5-TNB fiur Konzentrationen von 1 mg/L, 5 mg/L und
10 mg/L in Pfauenteichwasser gezeigt. Wahrend bei einer Konzentration von 1 mg/L
TNB nach ca. 5 Tagen 50 % der eingesetzten Menge transformiert wurden, dauert es
bei Konzentrationen von 5 und 10 mg/L ca. 19 Tage. Auch hier liegt die Begrindung
in der C-Limitierung von natirlichen Gewassern. Fur kleine Konzentrationen reicht
der Gehalt des verwendeten Standortwassers aus, bei hoheren Konzentrationen

musste ein hoherer C-Gehalt fur eine schnellere Transformation vorhanden sein.
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Abbildung 29: Transformationsraten fir 1,3,5-TNB bei verschiedenen Konzentrationen

Bei der mikrobiellen Transformation von 1,3,5-Trinitrobenzol entsteht eine Vielzahl
von Metaboliten, die Uber ihre Retentionszeiten und UV-VIS-Spektren mit den
bekannten sprengstofftypischen Verbindungen verglichen wurden. Jedoch sind auch
hier einige Verbindungen aufgetreten, die so noch nicht eindeutig identifiziert werden
konnten. Abbildung 30 zeigt die mikrobielle Transformationskurve fur 1,3,5-TNB bei
einer Konzentration von 5 mg/L in Pfauenteichwasser. Als Hauptmetabolite konnten
das 3,5-Dinitroanilin, eine Azoxyverbindung und eine weitere Verbindung, deren
Retentionszeit bei 8,8 Minuten liegt, nachgewiesen werden. Eine
massenspektrometrische Analyse ergab fur diese Substanz einen Molekulpeak bei
277,97 m/z und eine Zusammensetzung von CgHsN305S4. Der Schwefel in dieser
Verbindung stammt aus dem Sulfat- oder Sulfit-Gehalt des eingesetzten
Standortwassers. Diese Substanz konnte isoliet werden und wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. Alfred Preil3 am Fraunhofer Institut fir Toxikologie
und Experimentelle Medizin (ITEM) mittels HPLC-NMR-Analyse naher untersucht. In
Abbildung 31 sind zwei moégliche Strukturvorschlage gegeben, jedoch konnte trotz

NMR-Analyse noch keine eindeutige Struktur zugewiesen werden.
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Abbildung 30: Transformationskurve von 1,3,5-TNB und Entstehungskurven der Metabolite
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Abbildung 31: Strukturvorschlag fur den schwefelhaltigen Metaboliten

Eine eindeutige Identifizierung aller Metabolite, die wahrend der mikrobiellen
Transformation des 1,3,5-Trinitrobenzols entstehen, ist nur Uber Batchversuche mit
“N/"°N-markierten Substanzen méglich, da hier (iber das Isotopenverhéltnis
eindeutig bestimmt werden kann, ob die Verbindung aus der Ausgangssubstanz
entstanden ist. Die Endproben dieser markierten und unmarkierten Batchversuche
wurden mittels HPLC-hochauflosender Massenspektrometrie untersucht, die HPLC-
MS-Analysen wurden mit Elektrospray im negativen Modus durchgefuhrt. Da im Falle
des 1,3,5-TNB und den erwarteten Azo- und Azoxyverbindungen keine protonierbare
oder deprotonierbare Gruppe vorhanden ist, wurden die Proben der mikrobiellen
Transformation zusatzlich mit HPLC-APCI-MS untersucht.
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Abbildung 32 zeigt das Chromatogramm der Endprobe des markierten
Versuchsansatzes mit einer Konzentration von 5 mg/L 1,3,5-TNB und die mit ESI und
APCIl identifizierten Metabolite. Als Hauptmetabolite konnen neben dem
schwefelhaltigen Metabolit 1 und 3,5-Dinitroanilin 2 die Azoxyverbindung 5 (mit zwei
OH-Gruppen) und das 3,3’,5,5-Tetranitroazoxybenzol 12 identifiziert werden. In
kleineren Mengen entsteht das 3,5-Dinitrophenol 3 und die Azoxyverbindung 4, die
aus TNB und dem schwefelhaltigen Metabolit gebildet wurde. Zusatzlich entstehen
zahlreiche Azoxyverbindungen, die OH-Gruppen besitzen. So wurde bei
Azoxyverbindung 6 eine Nitrogruppe durch eine Hydroxygruppe substituiert, bei
Azoxyverbindung 7 wurde eine zusatzliche OH-Gruppe eingefihrt. Analog entstehen
die dreikernigen Azoxyverbindungen mit einer substituierten und einer zusatzlichen
OH-Gruppe (Metabolit 9) oder zwei zusatzliche Hydroxygruppen wie Metabolit 10.
Ebenfalls entstehen bei der mikrobiellen Transformation von 1,3,5-TNB die
Azoxyverbindung 11, bei der eine Nitrogruppe zu einer Aminogruppe reduziert ist,
und die Azoverbindung 8 mit einer Hydroxylaminofunktion. Mit APCI konnte neben
dem 3,3',5,5-Tetranitroazoxybenzol 12 auch die analoge dreikernige
Azoxyverbindung 13 identifiziert werden.

Weitere Metabolite, die in den verschiedenen Batchversuchen und mit den
unterschiedlichen lonisierungsmethoden identifiziert werden konnten, sind in Anhang
2 aufgelistet. Die meisten der Strukturen mussen jedoch wieder als Strukturvorschlag
angesehen werden, da eine genaue Bestimmung (vor allem zur Position der

Hydroxygruppen) nicht durchgeflihrt werden konnte.

Die Untersuchungen zu den mikrobiellen Transformationswegen und -Bedingungen
fur  1,3,5-Trinitrobenzol  zeigten, dass  auch hier  ein  deutliches
Schadstoffminderungspotential vorhanden ist. Zudem lauft die Transformation im
Falle des TNB deutlich schneller ab als fir TNT. Als Hauptmetaboliten entstehen die
Verbindungen 3,5-Dinitroanilin  und der bislang unbekannte schwefelhaltige
Metabolit. Auch hier ergaben toxikologische Studien der mikrobiellen
Transformationsprodukte von 1,3,5-TNB, dass die Toxizitat der
Transformationsprodukte deutlich geringer ist als die Toxizitat des 1,3,5-
Trinitrobenzol [92]. Demzufolge ist die mikrobielle Transformation fur die naturliche

Schadstoffminderung von groRem Nutzen.
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Abbildung 32: Chromatogramm und Metabolite der mikrobiellen Transformation von TNB

(Probe angereichert um Faktor 10, ESI und APCI)
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4 .2.2 Photochemische Transformation

4.2.2.1 2,4,6-Trinitrotoluol

Die photochemische Transformation von 2,4,6-TNT lauft im Vergleich zur
mikrobiellen Transformation sehr schnell ab. Werden TNT-Losungen dem
Sonnenlicht ausgesetzt, so farben sich diese nach kurzer Zeit rétlich. Je nachdem ob
TNT in Reinstwasser oder Standortwassern gelost wurde, kann ein Unterschied in
der Intensitat der Farbung beobachtet werden. Wahrend in Reinstwasser die
Farbung sehr schwach ist, sind die Losungen in vergiftetem und unvergiftetem
Pfauenteichwasser sehr intensiv gefarbt (Abbildung 33), was auf eine Verstarkung
der photolytischen Aktivitat durch die in natlirlichen Wassern enthaltenen

Bestandteile, wie z.B. geléste Huminstoffe, hindeutet.

Abbildung 33: bestrahlte TNT-L&sungen in verschiedenen Wassern

Die Vergiftung der naturlichen Wasser wurde durchgefuhrt, da zwischen den
mikrobiellen und photochemischen Prozessen unterschieden werden sollte. Der
Unterschied zwischen vergifteten und unvergifteten Losungen ist minimal, weshalb
davon ausgegangen wird, dass die Farbung nicht durch mikrobielle, sondern
ausschlieRlich durch photochemische Prozesse bedingt wird. Aul3erdem lauft die
photochemische Transformation so schnell ab, dass in dieser kurzen Zeit noch keine

mikrobielle Transformation einsetzen kann. Daher wurde in allen folgenden
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Versuchen auf die Vergiftung der Wasser verzichtet. In den nachsten Kapiteln wird
die photochemische Transformation des 2,4,6-TNT unter verschiedenen

Bedingungen naher untersucht.

4.2.2.1.1 Laborversuche in Reinstwasser

Die photochemische Transformation von 2,4,6-TNT in Reinstwasser lauft sehr
schnell ab. Bereits nach einer Stunde farbt sich die bestrahlte TNT-Losung rétlich
und nach einer Bestrahlungsdauer von acht Stunden in der SUNTEST CPS’-
Apparatur ist kein TNT mehr nachzuweisen. Abbildung 34 zeigt die Abnahme der
Peakflache von 2,4,6-TNT flr eine in destilliertem Wasser bestrahlte Losung im
Vergleich zur Peakflache der Dunkelprobe. Wahrend die Peakflache von 2,4,6-TNT
in der bestrahlten Losung mit der Zeit stetig abnimmt, zeigen die Peakflachen der
Dunkelprobe keine Veranderung. Demzufolge ist in diesem kurzen Zeitfenster die
Transformation des 2,4,6-TNT ausschlieldlich photochemischer Natur und die

mikrobielle Transformation kann vernachlassigt werden.

—w— 2,4,6-TNT, bestrahlt
—&— 2,4,6-TNT, Dunkelprobe
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Abbildung 34: Vergleich der Peakflachen fur 2,4,6-TNT in der bestrahlten Probe und der

Dunkelprobe tiber den gesamten Bestrahlungszeitraum
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In Abbildung 35 sind einige ausgewahlte Chromatogramme von Proben nach
unterschiedlicher Bestrahlungsdauer in der SUNTEST CPS*-Apparatur dargestellt.
Deutlich zu erkennen ist die stetige Abnahme des Peaks von 2,4,6-TNT, in der Probe
ist nach acht Stunden Bestrahlung kein TNT mehr nachzuweisen. Die Entstehung
der Hauptmetabolite 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und 5-Amino-2’,4-dicarboxy-
3,3',5’-trinitroazoxybenzol kann ebenfalls sehr schdén nachvollzogen werden.
Wahrend in der Probe nach zwei Stunden Bestrahlung nur sehr wenig der
Aminobenzoesaure zu sehen ist und noch kein Peak des Azoxybenzol-Derivates,
sieht man anhand des Chromatogrammes der Probe nach acht Stunden

Bestrahlung, dass diese beiden Verbindungen die Hauptmetaboliten darstellen.
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Abbildung 35: Chromatogramme der Phototransformation von 2,4,6-TNT in Reinstwasser in der
SUNTEST CPS*-Apparatur, ¢ = 10 mg/L

Zudem tritt wahrend der Phototransformation eine weitere unbekannte
Azoxyverbindung in den Vordergrund, die allerdings gegen Ende der Bestrahlung
wieder an Intensitat verliert. Diese unbekannte Verbindung wird sehr schnell als
Intermediat gebildet und reagiert im Laufe der Bestrahlung zu anderen Metaboliten

der photolytischen Transformation des 2,4,6-TNT weiter. AuRerdem wird noch eine
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Vielzahl kleinerer Signale beobachtet, die jedoch anhand ihrer Retentionszeiten und
ihren Spektren auf Grund nicht vorhandener Referenzsubstanzen so nicht identifiziert

werden konnen.

Vergleicht man die Abnahme der Peakflache des 2,4,6-TNT mit der Zunahme der
Peakflachen der Hauptmetabolite 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und 5-Amino-2’,4-
dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol (Abbildung 36) fallt sofort auf, dass nur ein
geringer Anteil des TNT zu diesen Metaboliten reagiert. Im Falle der Saure konnte
Uber die Konzentration bestimmt werden, dass nur etwa 10 % der eingesetzten
Menge an 2,4,6-TNT zur 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure transformiert wird. Auch
unter Berucksichtigung der Peakflachen von Metaboliten, die in geringeren
Konzentrationen gebildet werden, kann trotzdem keine vollstandige Bilanzierung der
Phototransformation des 2,4,6-TNT aufgestellt werden. Der schwerwiegendste Grund
hierfur ist sicherlich die Transformation des Trinitrotoluols in eine Vielzahl an
Verbindungen, die zwar flr sich betrachtet jeweils einen sehr kleinen Anteil
ausmachen, auf die Gesamtmenge gesehen jedoch bis zu 30 % des

Gesamtumsatzes betragen.

—A—24.6-TNT
60 — —&— 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure
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Abbildung 36: Transformationskurve fur 2,4,6-TNT und Entstehungskurve der Metaboliten
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4.2.2.1.2 Einfluss der Konzentration

Eine weitere Grole, welche die photochemische Transformation des 2,4,6-TNT
beeinflusst, ist die Konzentration der bestrahlten Ldésung. Wahrend bei einer
Konzentration von 5 mg/L TNT nach 3,7 Stunden 50 % der eingesetzten Menge
umgesetzt sind, so dauert es bei einer Konzentration von 10 mg/L TNT 4,4 Stunden.
Abbildung 37 zeigt einen Vergleich der photochemischen Transformationsraten von
2,4,6-TNT bei verschiedenen Konzentrationen. Der Grund fir diese unterschied-
lichen Transformationsraten konnte in der Farbung der Losungen zu suchen sein. So
ist eine Losung mit einer hoheren Konzentration an 2,4,6-TNT nach der Bestrahlung
intensiver gefarbt als eine Ldsung mit einer kleineren Konzentration. Da die
Transformationsrate bei hoheren Konzentrationen jedoch langsamer verlauft kann es
sein, dass die Farbe der Losung wie ein Filter wirkt und die eingestrahlte

Lichtintensitat abschwacht.
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Abbildung 37: Vergleich der relativen Peakflachen fir 2,4,6-TNT bei verschiedenen

Konzentrationen
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4.2.2.1.3 Einfluss des pH-Wertes

Batchversuche haben gezeigt, dass die photochemische Transformation von TNT
abhangig vom pH-Wert der Losung ist. Abbildung 38 zeigt einen Vergleich der
photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT bei verschiedenen pH-Werten.
Wahrend die Transformation von TNT in einer Pufferldsung mit einem pH-Wert von 4
nur sehr langsam fortschreitet (nach 7,3 Stunden sind erst 50 % der eingesetzten
Menge transformiert), ist die Transformation bei einem pH-Wert der Losung von 7
innerhalb von 4,4 Stunden zu 50 % abgelaufen, nach acht Stunden ist sie
abgeschlossen. Bei einem pH-Wert der Pufferlésung von 9 liegt die Zeit, in der 50 %
der eingesetzten Menge transformiert wurden, sogar bei 1,8 Stunden. Je starker
alkalisch die zu bestrahlende Lésung ist, desto schneller lauft die Photo-
transformation ab. Durch einen Vergleich mit Dunkelproben konnte ebenfalls
sichergestellt werden, dass die Transformation ausschliel3lich photochemisch bedingt
ist. Selbst im Falle der TNT-Losung bei einem pH Wert von 9 wurde in der kurzen
Zeitspanne von acht Stunden in der Dunkelprobe keine Veranderung festgestellt,
obwohl 2,4,6-TNT in alkalischen Losungen nicht stabil ist und mit der Zeit hydrolisiert
wird [93-97].

100
1 \’ —v—pH4
901 S —&—pH7
] v e
80 - \v\ A—pHO
4 v
70 a . Ty

4 \\\\V\\\
60 ~v___
] —
50 L 3 \
40 \
304 \

20

Peakflache in %
>
.
<

10 A

Bestrahlzeit in Stunden

Abbildung 38: Transformationsraten der photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT bei

verschiedenen pH-Werten
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Abbildung 38 kann man ebenfalls entnehmen, dass die Kurvenformen der
Transformationsraten bei verschiedenen pH-Werten deutlich unterschiedlich sind.
Dies konnte darauf zuruckzufuhren sein, dass hier sowohl die direkte als auch die
indirekte Photolyse eine Rolle spielen.

Bei einem pH-Wert von 4 ist die Transformationskurve annahernd linear, was fur eine
direkte Photolyse sprechen wirde. Dementsprechend ist die Transformation nur
abhangig von der Konzentration an 2,4,6-TNT in der Losung und von der Intensitat
des eingestrahlten Lichtes. In neutralen Losungen folgt die Transformation zunachst
einem linearen Verlauf, fallt dann allerdings steiler ab. Dieser Kurvenverlauf deutet
darauf hin, dass hier zusatzlich die indirekte Photolyse eine Rolle spielt. Da die
Transformation erst nach einer gewissen Zeit sehr schnell ablauft legt dies den
Schluss nahe, dass ein bei der Transformation gebildeter Metabolit die Photolyse
beschleunigt. Durch HPLC-Analysen konnte festgestellt werden, dass in der
Zeitspanne, in der die Photolyse plétzlich beschleunigt wird, lediglich die 2-Amino-
4,6-dinitrobenzoesaure und das 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5’-trinitroazoxybenzol in
nachweisbaren Konzentrationen vorliegen. Durch Modellierungen am Fraunhofer
Institut fir Molekularbiologie und Angewandte Okologie in Schmallenberg wurde
herausgefunden, dass die Anwesenheit der Azoxyverbindung die photolytische
Transformation des 2,4,6-TNT beschleunigt [98]. Bei einem pH-Wert von 9 der
bestrahlten TNT-Losung folgt der Kurvenverlauf der Transformation annahernd
einem exponentiellen Abfall. Da die Transformation am Anfang sehr schnell ablauft
und gegen Ende etwas langsamer wird, kann also nicht nur die zusatzliche indirekte
Photolyse durch einen Metaboliten daflr verantwortlich sein. Hier kénnte der
Mechanismus der lichtinduzierten Transformation eine gro3e Rolle spielen. Burlinson
et. al. [99] postulierten den in Abbildung 39 dargestellten Mechanismus flur die
photochemische Transformation von 2,4,6-TNT Uber das 2,4,6-Trinitrobenzyl Anion.
Unter Lichteinfluss wird aus TNT das Aci-Intermediat 2 gebildet, das in alkalischen
Losungen zum 2,4,6-Trinitrobenzyl Anion 1 reagiert. Nach Burlinson et. al. werden
alle weiteren photochemisch gebildeten Transformationsprodukte des TNT Uber
dieses Anion als Zwischenstufe gebildet. So ist bei einem pH-Wert der bestrahlten
TNT-L6sung von 9 das Gleichgewicht deutlich in Richtung des Trinitrobenzyl-Anions

verschoben und die Transformation lauft wesentlich schneller ab.
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Abbildung 39: Mechanismus der Phototransformation von 2,4,6-TNT (aus Burlinson et al. [99])

Bei einem Vergleich der Chromatogramme der Endproben bei verschiedenen pH-
Werten wird deutlich, dass sich auch das Metabolitenspektrum geringfiigig verandert.
Abbildung 40 zeigt die Chromatogramme der Proben nach acht Stunden Bestrahlung
in der SUNTEST CPS*-Apparatur bei pH-Werten von 4, 7 und 9. Bei einem pH-Wert
der bestrahlten TNT-Losung von 4 sind nach acht Stunden Bestrahlung noch 52 %
des eingesetzten TNTs vorhanden, die Transformation lauft sehr langsam ab.
Dementsprechend ist sehr wenig der 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure entstanden,
dafur aber einige unbekannte Azoxyverbindungen, nicht jedoch das bekannte
Aminoazoxybenzol-Derivat. Da bei einem pH-Wert von 4 lediglich die direkte
Photolyse eine Rolle spielt, bestatigt dies die Annahme, dass die Azoxyverbindung
die photolytische Transformation von TNT beeinflusst. Bei einem pH-Wert von 7 ist
die Transformation des 2,4,6-TNT vollstandig abgeschlossen, es sind die
Hauptmetabolite 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5’-
trinitroazoxybenzol entstanden. Zusatzlich werden 1,3,5-TNB und weitere
Azoxyverbindungen gebildet. Liegt der pH-Wert der bestrahlten TNT-LOsung im
alkalischen bei pH 9 entstehen zwar auch die Hauptmetabolite der

Phototransformation, jedoch in anderen Verhaltnissen. Wahrend noch sehr viel der
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Saure gebildet wird, ist der Peak des Aminoazoxybenzol-Derivates kleiner als bei
einem pH-Wert von 7. Daflir entsteht als einer der Hauptmetaboliten 1,3,5-TNB.
Ebenfalls wird bei einem sehr hohen pH-Wert durch photolytische Transformation

aus TNT die Pikrinsaure gebildet.
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Abbildung 40: Chromatogramme der photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT bei

verschiedenen pH-Werten

Dieses veranderte Metabolitenspektrum bei verschiedenen pH-Werten der
bestrahlten Losungen kann verschiedene Ursachen haben. Zum Einen ist die
Bildung von aromatischen Aminen aus Nitroaromaten abhangig vom pH-Wert der
Lésung, Abbildung 41 zeigt den Reaktionspfad der Darstellung von Anilin aus
Nitrobenzol [100]. Zunachst wird aus dem Nitrobenzol das Nitrosobenzol gebildet,
das zum Hydroxylaminobenzol weiterreagiert. Dieses geht in Gegenwart von H'-
lonen zum Anilin Gber. Im Alkalischen ist diese Reaktion jedoch so langsam, dass
eine Konkurrenzreaktion eintritt. So wird aus dem Nitrosobenzol und dem
Hydroxylaminobenzol unter Abspaltung von Wasser das Azoxybenzol gebildet.
Dieses kann uUber das Azobenzol zum Hydrazobenzol weiterreagieren, aus dem

wiederum in Anwesenheit von H*-lonen zwei Anilin-Molekile gebildet werden.
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Abbildung 41: Mechanismus der Bildung von Azoxyverbindungen (aus Organikum [100])

Zum Anderen spielt die Hydrolyse von 2,4,6-Trinitrotoluol bei alkalischen pH-Werten
eine Rolle. Durch die drei stark elektronenziehenden Nitrogruppen wird die
Elektronendichte so weit erniedrigt, dass Basen wie OH oder RO" am Aromaten sehr
leicht nukleophil angreifen konnen [93]. Mogliche Reaktionen sind die nukleophile
Substitution einer Nitrogruppe durch OH-Gruppen, nukleophile Addition an die Cs
und Cs-Kohlenstoffe sowie nukleophile Substitution der Methylgruppe durch
Hydroxylionen. Als Zwischenstufe der Substitutionsreaktionen wird intermediar ein
violett gefarbter o-Meisenheimer-Komplex gebildet, der in der Vergangenheit schon
ausfuhrlich untersucht wurde [93,94,97]. Zudem ist die Abstraktion eines Protons der
Methylgruppe und damit die Bildung des TNT-Anions mdglich [95]. Abbildung 42
zeigt den bei der Hydrolyse von 2,4,6-Trinitrotoluol gebildeten Meisenheimer-

Komplex und das TNT-Anion.

CHj CHy
O,N NO, O,N NO,
NO, NO, NO,
2,4,6-TNT Meisenheimer-Komplex TNT-Anion

Abbildung 42: Intermediate der Hydrolyse von 2,4,6-TNT (aus Mills [94])
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Bislang konnten die entstandenen Metaboliten der photolytischen Transformation
des 2,4,6-TNT nur mit Hilfe der HPLC-DAD-Analysen Uber die Retentionszeiten und
Spektren von Referenzsubstanzen identifiziert werden. Allerdings zeigte sich sehr
schnell, dass sehr viele vorwiegend polare Metabolite entstehen, die nicht
zugeordnet werden konnen. Des Weiteren sind in den Chromatogrammen ab
Retentionszeiten von 35 Minuten sehr viele kleinere Signale zu finden, die wahr-
scheinlich den unterschiedlichsten Azo- und Azoxyverbindungen zuzuordnen sind.
Da bislang keine Bilanzierung der photochemischen Transformation erstellt werden
konnte, weil nicht genau bekannt ist, welche Metabolite Uberhaupt entstehen, sollte
die Aufklarung der entstandenen Verbindungen im Vordergrund stehen.

Zur Identifizierung und Strukturaufklarung der Metabolite des TNT wurde mit Hilfe
einer "N/'®N-Markierung gearbeitet. Durch die charakteristischen Aufspaltungs-
muster bei mehrkernigen Azo- und Azoxyverbindungen konnen gerade bei
unbekannten Metaboliten wichtige Informationen zur Summenformel sowie zur

Strukturaufklarung erhalten werden.

Schon bei einem Vergleich der Chromatogramme der bestrahlten Proben bei
verschiedenen pH-Werten zeigte sich, dass sich das Metabolitenspektrum
geringfligig andert. Durch eine LC-MS-Analyse dieser Endproben der photo-
chemischen Transformation von TNT konnten die Metabolite mit Hilfe der N/"°N-
Markierung identifiziert und ihre Strukturen zum Teil aufgeklart werden.

Abbildung 43 zeigt das Chromatogramm des LC-MS-Laufes und die mittels
hochauflésender Massenspektrometrie gefundenen Hauptmetabolite bei einem pH-
Wert von 4. Wie schon in dem in Abbildung 40 gezeigten Chromatogramm konnte die
entstandene 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 1 und das noch vorhandene 2,4,6-TNT
5 eindeutig identifiziert werden. Zudem tritt ein weiteres Nitrobenzoesaurederivat auf,
das zusatzlich zur Aminofunktion eine Hydroxylaminofunktion aufweist (3). Die
dazugehorige Diaminonitrobenzoesaure konnte allerdings nicht nachgewiesen
werden. Zudem konnten einige bislang unbekannte Azo- und Azoxyverbindungen
nachgewiesen werden, neben den in der Literatur beschriebenen zweikernigen
Verbindungen konnten sogar dreikernige Verbindungen nachgewiesen werden. Die
sehr polaren zweikernigen Metaboliten, die sowohl eine Sauregruppe als auch eine

Aminofunktion besitzen, treten bei einem pH-Wert von 4 nur als Azoverbindungen auf
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(2, 4). Bei Metabolit 2 ist die zweite Methylgruppe abgespalten, Metabolit 4 besitzt
neben der Sauregruppe eine Aldehydfunktion. Bei einer Retentionszeit von 47,61
Minuten konnte ein Metabolit mit der Masse M™ von 435 gefunden werden, dessen
Aufspaltungsmuster 6 Stickstoffatome aufzeigt und dessen Summenformel zu
C14HgO11Ns bestimmt werden konnte. Dieselbe Summenformel besitzt auch das
bekannte 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5’-trinitroazoxybenzol, jedoch konnte uber
einen Vergleich der Retentionszeiten ausgeschlossen werden, dass es sich in
diesem Fall um den Hauptmetaboliten handelt. Auf Grund der sehr viel langeren
Retentionszeit und dem eher unpolaren Charakter dieser Azoxyverbindung konnte
die Struktur als ein Isomeres identifiziert werden, das eine Sauregruppe, eine
Methylgruppe und vier Nitrogruppen besitzt (6). Die genauen Positionen der Saure-
und der Methylgruppe konnten allerdings nicht weiter bestimmt werden. Ebenfalls
entsteht bei einem pH-Wert von 4 der bestrahlten TNT-Losung die aus der Literatur
bekannte Azoxyverbindung 7 mit zwei Methylgruppen und vier Nitrogruppen, die
ebenfalls bei der mikrobiologischen Transformation von TNT entsteht. Auch hier
konnen in der Massenspur vier getrennte Signale erhalten werden, es entstehen
dementsprechend alle vier bekannten isomeren Verbindungen. Bei einer
Retentionszeit von 50 Minuten kann Azoxyverbindung 8 identifiziert werden, die eine
Methylgruppe und eine Aldehydfunktion besitzt, zudem ist eine Nitrogruppe
abgespalten und durch eine OH-Gruppe ersetzt. In sehr geringen Konzentrationen ist
auch eine dreikernige Azoxyverbindungen nachzuweisen, Metabolit 9 besitzt eine
Sauregruppe und zwei Methylgruppen. Weitere Metabolite, die als Nebenprodukte

identifiziert werden konnten, sind in Anhang 3 aufgeflhrt.
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Abbildung 43: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von

2,4,6-TNT bei pH 4
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In Abbildung 44 ist das Chromatogramm des LC-MS-Laufes sowie die zugehorigen
Hauptmetabolite flr die photolytische Transformation von 2,4,6-TNT bei einem pH-
Wert von 7 dargestellt. Die Transformation ist nach acht Stunden vollstandig
abgeschlossen und es entstehen die bekannten Hauptmetabolite 2-Amino-4,6-
dinitrobenzoesaure 1 und 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5-trinitroazoxybenzol 3.
Zusatzlich wird noch ein geringer Anteil von dem in der HPLC-DAD-Analyse
identifiziertem 1,3,5-TNB gebildet, das jedoch mit ESI im negativen Modus nicht
ionisiert werden kann und dementsprechend in der massenspektrometrischen
Analyse nicht mit aufgefthrt ist. Als Verbindung 2 konnte ein Dinitroanthranil-Derivat
nachgewiesen werden, das sehr wahrscheinlich als Zwischenprodukt der Bildung der
2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure auftritt. Seit Burlinson et al. [77] sind solche
Anthranil-Derivate als Metaboliten der photochemischen Transformation von 2,4,6-
TNT in der Literatur bekannt. Im Unterschied zur Transformation bei pH 4 entstehen
bei einem pH-Wert von 7 neben dem bekannten Aminoazoxybenzol auch weitere
polare Azoxyverbindungen. So besitzt Metabolit 4 zwei Sauregruppen und zwei
Aminogruppen, bei Metabolit 5 wurde eine Nitrogruppe abgespalten und durch eine
OH-Gruppe substituiert und neben der Sauregruppe wurde die zweite Methylgruppe
zu einem Alkohol oxidiert. Als weitere Metabolite konnten unter neutralen
Bedingungen die sehr polaren dreikernigen Azoxyverbindungen 7 und 8 identifiziert
werden, die in erheblichen Konzentrationen auftreten. Im Vergleich zu den
Metaboliten bei einem pH-Wert von 4 sind diese im neutralen gebildeten
Azoverbindungen eher unpolar und weisen eine (6) oder sogar zwei (9) Aldehyd-
Gruppen auf. Ebenfalls konnte die analoge Azoxyverbindung identifiziert werden
(11). Wie auch bei einem pH-Wert von 4 kann im Neutralen die isomere
Azoxyverbindung zu dem Hauptmetaboliten gefunden werden (10). Alle weiteren

Metabolite sind ebenfalls in Anhang 3 aufgefuhrt.
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Abbildung 44: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von

2,4,6-TNT bei pH 7
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Vergleicht man die Chromatogramme der bestrahlten Lésungen bei pH-Werten von
4, 7 und 9 fallt auf, dass sich das Metabolitenspektrum bei héheren pH-Werten zu
polareren Metaboliten verschiebt. Wahrend bei einem pH-Wert von 4 nur sehr
wenige Metaboliten im vorderen Retentionszeitbereich auftreten, kdnnen in diesem
Bereich im Alkalischen sehr viele Verbindungen in erheblichen Konzentrationen
identifiziert werden. Wie schon bei der HPLC-DAD-Analyse erwahnt wurde,
entstehen bei einem pH-Wert von 9 zwar die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 2 und
5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol 6, die Hauptmetabolite der
photochemischen Transformation von TNT, allerdings in anderen Intensitats-
verhaltnissen. Abbildung 45 zeigt das Chromatogramm und die mittels
hochauflosender Massenspektrometrie identifizierten Metabolite der photo-
chemischen Transformation von TNT bei einem pH-Wert von 9. Neben der 2-Amino-
4,6-dinitrobenzoesaure 2 entstehen der 2-Amino-4,6-dinitrobenzaldehyd 1, die 2,4-
Diamino-6-nitrobenzoesaure 3, Pikrinsaure 4 und 2,4-Dinitrobenzoesaure 7.
Zusatzlich zum 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5-trinitroazoxybenzol 6 kann auch die
analoge Azoverbindung 5 nachgewiesen werden. Als einer der Hauptmetaboliten
entsteht bei einem pH-Wert von 9 eine Azoxyverbindung mit zwei Saure- und
Nitrogruppen, die weiteren Nitrogruppen sind abgespalten und durch OH-Gruppen
substituiert (8). Anhand des charakteristischen Aufspaltungsmusters konnte
festgestellt werden, dass eine symmetrische Verteilung der Stickstoffatome in diesem
Metaboliten vorliegt. Auch die analoge Verbindung ohne Substitution der abgespal-
tenen Nitrogruppen durch OH-Gruppen wurde identifiziert (10). Azoxyverbindung 9
besitzt eine Sauregruppe und eine Hydroxylfunktion anstelle der Methylgruppe. Auch
bei einem pH-Wert von 9 ist die dreikernige Azoxyverbindung 11 zu finden, zudem
noch weitere Azoxyverbindungen mit Sauregruppen und Aldehydfunktion (12) oder
Methylgruppe (13), die jeweils eine Nitrogruppe verloren haben. Auch die eher

unpolare Azoxyverbindung aus Pikrinsaure und TNT konnte identifiziert werden (14).
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Abbildung 45: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von
2,4,6-TNT bei pH 9
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4.2.2.1.4 Laborversuche in Standortwassern

Die bislang beschriebenen Versuche zur photolytischen Transformation von 2,4,6-
TNT wurden ausschliedlich in Reinstwasser oder Pufferldésungen durchgefihrt.
Vergleicht man nun diese Ergebnisse mit den Ergebnissen aus Versuchen von
Bestrahlungen von TNT-Lésungen in naturlichen Wassern, so kann ein deutlicher
Unterschied in den Transformationsraten beobachtet werden. Die Photolyse von
2,4,6-TNT kann erheblich beschleunigt werden, wenn sie in naturlichen Wassern
durchgefuhrt wird. Abbildung 46 zeigt einen Vergleich der Transformationsraten fur
2,4,6-TNT in destillietem Wasser und in einem natlrlichen Wasser aus dem
Pfauenteich. Wahrend es bei der photolytischen Transformation in Reinstwasser 4
Stunden dauert, bis 50 % der eingesetzten Menge transformiert wurden, betragt

diese Zeit in naturlichen Wassern nur 1,3 Stunden.
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Abbildung 46: Transformationsraten fir die photochemische Transformation von 2,4,6-TNT in

Reinstwasser und in Pfauenteichwasser, Konzentrationen jeweils 5 mg/L

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass die in naturlichen Wassern geldsten
Huminstoffe als Photosensibilisatoren wirken und dadurch die Photolyse erheblich
beschleunigen konnen [59,86,101-103]. Bei der direkten Photolyse wird das TNT-

Molekul durch Absorption eines Lichtquants in einen angeregten Zustand uberfuhrt,
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der Uber das Trinitrobenzyl-Anion zu den jeweiligen Photoprodukten reagiert
(Abbildung 47). Die Anregung des TNT-Molekils kann aber auch Uber die indirekte
Photolyse erfolgen. Hierbei werden die in natlrlichen Wassern geldsten Huminstoffe
durch Sonnenlicht in einen angeregten Singulett-Zustand angehoben. Durch
Intersystem Crossing kdnnen diese in einen angeregten Triplett-Zustand Ubergehen,
der eine langere Lebensdauer besitzt. Da die Energie des Triplett-Zustandes bei
Huminstoffen groler ist als die Triplett-Energie von Nitroaromaten, kann eine
Energieubertragung vom angeregten Huminstoffmolekul auf das Trinitrotoluol
erfolgen und dieses dadurch in den angeregten Zustand Uberfihren [103,104].
Dementsprechend erfolgt in natlrlichen Wassern die Transformation des 2,4,6-

Trinitrotoluols sowohl Uber direkte als auch Uber indirekte Photolyse.

CHj3 CHj
O5N NO, O,5N NO,
hv Transformations-
I ——  »  produkte
NO, NO,
2,4,6-TNT angeregter Zustand Trinitrobenzyl Anion

Huminstoffe *
hv

Huminstoffe
Abbildung 47: Rolle der Huminstoffe als Triplett-Sensitizer im photolytischen

Transformationsmechanismus fir 2,4,6-TNT

Der Verlauf der Phototransformation von 2,4,6-Trinitrotoluol wurde auch hier mittels
HPLC-DAD-Analyse verfolgt. Abbildung 48 zeigt einige ausgewahlte
Chromatogramme des Batchversuches und die durch den Vergleich der Spektren
identifizierten Metabolite. Nach einer Bestrahldauer von drei Stunden ist der Peak
des 2,4,6-TNT bereits sehr klein, schon nach 5 Stunden Bestrahlung ist dieses nicht
mehr nachzuweisen. Die Hauptmetabolite der photochemischen Transformation von
TNT, 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5’-trinitro-
azoxybenzol koénnen schon nach einer Betrahlungsdauer von einer Stunde
nachgewiesen werden und die Peakflachen werden im Laufe der Transformation
immer grof3er. Zusatzlich wird eine weitere unbekannte Verbindung gebildet, deren

Retentionszeit bei 27 Minuten liegt und deren Peakflache nicht unerheblich ist.
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Ebenfalls entsteht im Laufe der Transformation eine unbekannte Azoxyverbindung
mit einer Retentionszeit von 36 Minuten. Neben diesen Verbindungen treten noch
viele sehr kleine Signale auf, die wahrscheinlich bislang unbekannten

Azoxyverbindungen zuzuordnen sind.
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Abbildung 48: Chromatogramme der Phototransformation von 2,4,6-TNT in Pfauenteichwasser

Da aus fruheren Untersuchungen bekannt ist, dass TNT in naturlichen Wassern
mikrobiellen Transformationen unterliegt, wurde auch hier ein Vergleich mittels
Dunkelproben durchgefuhrt. Abbildung 49 zeigt die Chromatogramme der Endprobe
des Batchversuches von TNT in Pfauenteichwasser nach acht Stunden Bestrahlung
in der SUNTEST CPS*-Apparatur und der unbestrahlten Dunkelprobe. Wie zu
erwarten war, ist die Dunkelprobe unverandert, es sind keine Metaboliten der
mikrobiellen Transformation (nach acht Stunden) nachzuweisen. Demzufolge ist
auch im Falle der Bestrahlung in naturlichen Wassern Uber diesen Zeitraum die

Transformation ausschliel3lich photochemischer Natur.
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Abbildung 49: Vergleich der Chromatogramme von 2,4,6-TNT in Pfauenteichwasser der

Bestrahlten Probe und der Dunkelprobe

Jedoch kann die mikrobielle Transformation des 2,4,6-TNT nicht vollstandig
vernachlassigt werden, da die Batchversuche in naturlichen Wassern eine
zusatzliche Problematik in der Probenlagerung zeigen. Werden die Proben eine
Weile stehengelassen, bevor sie gemessen werden, so verandert sich das
Metabolitenspektrum. Abbildung 50 zeigt zwei Chromatogramme derselben Probe,
die einerseits sofort nach der Probennahme mittels HPLC analysiert wurde,
andererseits zwei Wochen spater ein zweites Mal gemessen wurde. Das in der sofort
gemessenen Probe noch vorhandene TNT ist zwei Wochen spater ganzlich aus der
Probe verschwunden, dafur sind die Aminodinitrotoluole gebildet worden. Durch
einen Vergleich der UV-Spektren der Verbindungen fallt auf, dass in der Probe, die
sofort nach der Probennahme gemessen wurde, die Peaks der Azoxy-Verbindung 5-
Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol und 1,3,5-TNB zusammenfallen. In
der Probe, die nach zwei Wochen ein zweites Mal gemessen wurde sind nun zwei
getrennte Peaks zu sehen, wobei ein Signal dem 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-
trinitroazoxybenzol zuzuordnen ist, das zweite Signal dem 2-Amino-4,6-
dinitrobenzylalkohol. Des Weiteren ist in dieser Probe 3,5-DNA zu finden, dem

mikrobiellen Transformationsprodukt des 1,3,5-TNB.
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Abbildung 50: Vergleich der Chromatogramme einer Probe der photolytischen Transformation
von 2,4,6-TNT in Pfauenteichwasser die zum einen sofort gemessen und zum anderen nach

zwei Wochen nochmals gemessen wurde

Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass in natirlichen Wassern eine Transformation des
2,4,6-TNT und dessen Metaboliten sowohl photolytisch als auch bei langerer
Lagerung mikrobiell stattfindet. Fur eine eindeutige Zuordnung der Metabolite als
photochemische Transformationsprodukte mussen die Proben entweder direkt nach
erfolgter Probennahme gemessen werden oder sie missen so gelagert werden, dass
eine weitere Metabolisierung ausgeschlossen werden kann, z.B. durch Einfrieren der

entnommenen Proben.

Die Batchversuche in Standortwdssern wurden ebenfalls mit einer ™N/™N-
Markierung des 2,4,6-TNT durchgefihrt und anschlieBend mittels HPLC-
hochauflosender Massenspektrometrie untersucht. Abbildung 51 zeigt das
Chromatogramm und die identifizierten Metabolite. Die photochemische
Transformation von TNT in naturlichen Wassern liefert ebenfalls die bekannten
Hauptmetabolite 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 1 und 5-Amino-2’,4-dicarboxy-

3,3’,5'-trinitroazoxybenzol 4.
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Abbildung 51: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von

2,4,6-TNT in Pfauenteichwasser
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Zusatzlich konnte in diesem Versuch das erste Mal die in der Messstelle D1
gefundene  Azoxyverbindung  2,4'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazoxybenzol 5
nachgewiesen werden, die in der HPLC-DAD-Analyse als unbekannte
Azoxyverbindung identifiziert wurde. Wie bei einem pH-Wert von 7 entstehen auch in
naturlichen Wassern das Anthranil-Derivat 2 (die als unbekannte Verbindung aus der
HPLC-DAD-Analyse bestatigt werden konnte) und die Azoxyverbindung mit zwei
Saure- und Aminogruppen 6. Auch die korrespondierende Azoverbindung 3 zum
Hauptmetaboliten  konnte identifiziert werden. Neben den bekannten
Azoxyverbindungen entstehen hier viele polare Verbindungen mit zwei Saure-
gruppen und Substitution einer Nitrogruppe durch eine OH-Gruppe 8 sowie
zusatzlich eine Aminogruppe 7. Wie auch bei pH-Werten von 7 und 9 entsteht in
Standortwassern der dreikernige Metabolit 9. In kleineren Konzentrationen konnten
die Azoxyverbindung 10, mit einer Sdure- und Methylgruppe, und Verbindung 11, mit
einer Methylgruppe und einem Phenol, identifiziert werden. Alle weiteren Metabolite,
die zum Teil in sehr geringen Konzentrationen entstanden sind, sind ebenfalls in

Anhang 3 aufgefuhrt.

Neben den Bestrahlungen von TNT-Lésungen in Standortwassern mit Hilfe der
SUNTEST CPS*-Apparatur wurden zuséatzlich am  Fraunhofer-Institut in
Schmallenberg Reaktorversuche durchgefuhrt. Dazu wurden Mikrokosmen mit
Sediment aus dem Pfauenteich und mit TNT versetztem Pfauenteichwasser
aufgebaut, wodurch die natlrlichen Prozesse, die in den Pfauenteichen ablaufen,
simuliert werden sollten. Mit Hilfe der hochauflésenden Massenspektrometrie
konnten die entstandenen Metabolite des 2,4,6-TNT analysiert werden. Abbildung 52
zeigt das Chromatogramm und die identifizierten Metabolite des Reaktorversuches
bei 25 °C. Neben den bekannten Hauptmetaboliten der photochemischen
Transformation des 2,4,6-TNT, der 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 1 und dem 5-
Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol 2, konnte wie schon in den
Bestrahlungsversuchen in natirlichen Wassern das 2,4’-Dicarboxy-3,3',5,5'-
tetranitroazoxybenzol 3 identifiziert werden. Ebenfalls kénnen die 2,4-
Dinitrobenzoesaure 4 und verschiedene Azo- und Azoxyverbindungen nachgewiesen
werden, als Beispiel sei hier Metabolit 6 gezeigt. Dieser Metabolit besitzt die gleiche

exakte Masse und Summenformel wie der Hauptmetabolit, allerdings kann aufgrund

82



Ergebnisse

Photochemische Transformation 2,4,6-TNT

der Retentionszeit ausgeschlossen werden, dass es sich um diesen handelt. Somit

kann Verbindung 6 als Azoxyverbindung mit einer Sauregruppe, einer Methylgruppe

sowie vier Nitrogruppen postuliert werden, die genauen Positionen konnten jedoch

nicht bestimmt werden. Auch im Falle der simulierten natirlichen Prozesse konnten

dreikernige Azoxyverbindungen wie Metabolit 5 nachgewiesen werden. Neben den

hier gezeigten Metaboliten konnten noch viele kleinere Signale zugeordnet werden,

eine Aufstellung ist in Anhang 3 zu finden.
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Abbildung 52: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation
2,4,6-TNT im Reaktorversuch bei 25 °C (Probe angereichert um den Faktor 10)
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4.2.2.1.5 Beurteilung der photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT als

naturlicher Schadstoffminderungsprozess

Die photochemische Transformation von 2,4,6-TNT hat im Vergleich zur mikrobiellen
Transformation aufgrund der schnelleren Transformationsrate ein deutlich hoheres
Potential als natlrlicher Schadstoffminderungsprozess. Die Untersuchungen
ergaben, dass TNT sowohl bei verschiedenen pH-Werten als auch unter natirlichen
Umweltbedingungen sehr schnell einer Transformation unterliegt. In natirlichen
Wassern wird sogar durch die darin enthaltenen Huminstoffe die Photolyserate
deutlich erhoht. Auch die Anwesenheit schon entstandener Photolyseprodukte

beschleunigt eine weitere Umsetzung.

Als Hauptmetaboliten entstehen die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und 5-Amino-
2’ 4-dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol, Nebenprodukte sind die 4-Amino-2,6-
dinitrobenzoesaure, 2,4,6-Trinitrobenzoesaure und 1,3,5-Trinitrobenzol. Des
Weiteren entstehen sehr viele Azo- und Azoxyverbindungen, die jedoch aufgrund
ihrer geringen Konzentrationen flir eine Betrachtung der Toxizitat ausgeschlossen
werden konnen.

Demzufolge wird 2,4,6-TNT in sehr viele verschiedene Verbindungen transformiert,
die jedoch dann in sehr viel geringeren Konzentrationen auftreten als das
ursprunglich vorhandene 2,4,6-TNT und damit einen kleineren Beitrag zur

Gesamttoxizitat liefern.

Nach allen Untersuchungen kann die photolytische Transformation von 2,4,6-TNT als
naturlicher Schadstoffminderungsprozess mit groRem Nutzen am Standort

angesehen werden.
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4.2.2.2 1,3,5-Trinitrobenzol

Im Gegensatz zur sehr schnell verlaufenden mikrobiellen Transformation von 1,3,5-
TNB wird dieses photochemisch nicht metabolisiert. Dies konnte in mehreren
Batchversuchen in Reinstwasser und Standortwassern bestatigt werden, die Uber
verschieden lange Zeitspannen der Bestrahlung durchgefuhrt wurden. Abbildung 53
zeigt ausgewahlte Chromatogramme von Proben aus dem Batchversuch zur
photochemischen Transformation von 1,3,5-TNB in der SUNTEST CPS*-Apparatur.
Hier wurde die Losung innerhalb von acht Stunden mit sehr hohen Intensitaten
bestrahlt. Es ist deutlich zu erkennen, dass im Falle des Trinitrobenzols durch
Bestrahlung mit Sonnenlicht keine Transformation stattfindet. Sowohl in der
Startprobe als auch in der Endprobe ist nur der Peak des TNB zu sehen, die

Peakflache bleibt Uber den gesamten Versuchszeitraum ebenfalls konstant.
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Abbildung 53: Vergleich der Chromatogramme ausgewéahlter Proben der Phototransformation
von 1,3,5-TNB in der SUNTEST CPS"-Apparatur
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In Abbildung 54 ist der Vergleich der Endprobe nach acht Stunden Bestrahlung in der
SUNTEST CPS*-Apparatur und der Dunkelprobe gezeigt, auch hier kann keinerlei
Veranderung festgestellt werden.
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Abbildung 54: Chromatogramme der photolytischen Transformation von 1,3,5-TNB, Vergleich
zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe

Die Batchversuche wurden ebenfalls in Standortwassern durchgefihrt und Uber
einen langeren Zeitraum von zwei Wochen mit einer Tageslichtlampe bestrahlt,
wobei der Tag- und Nacht-Rhythmus berucksichtigt wurde. Abbildung 55 zeigt die
Chromatogramme der Start- und Endprobe dieses Batchversuches. Selbst nach 32
Stunden Bestrahlung ist lediglich der Peak des Trinitrobenzol zu sehen, durch den
Vergleich der Peakflachen konnte auch hier eine Metabolisierung oder

Mineralisierung definitiv ausgeschlossen werden.
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Abbildung 55: Chromatogramme der Phototransformation von 1,3,5-TNB mit einer
Tageslichtlampe, Vergleich der Startprobe und der Endprobe der Bestrahlung

Aus friheren Batchversuchen zur mikrobiellen Transformation von 1,3,5-TNB ist
bekannt, dass dieses metabolisiert wird. Daher ist es verwunderlich, dass im Falle
der Photoversuche in Pfauenteichwasser keine mikrobielle Reaktion eintritt.
Abbildung 56 zeigt einen Vergleich der Chromatogramme der bestrahlten- und der
Dunkelprobe, die beide nach zwei Wochen Versuchsdauer gemessen wurden.
Wahrend die Endprobe der Bestrahlung, wie schon in Abbildung 55 gezeigt, keinerlei
Veranderung gegenuber der Startprobe zeigt, sind in der Dunkelprobe die
Metaboliten der mikrobiellen Transformation gebildet worden. Neben dem noch
vorhandenen TNB sind der schwefelhaltige Metabolit, 3,5-DNA und die
Azoxyverbindung 3,3’,5,5’-Tetranitroazoxybenzol nachzuweisen. Da in der
bestrahlten Probe keine mikrobielle Transformation auftrat, wird diese scheinbar

durch die Bestrahlung gehemmt.
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Abbildung 56: Chromatogramme der photolytischen Transformation von 1,3,5-TNB in
Pfauenteichwasser durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe, Vergleich zwischen der

Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe
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4.2.2.3 2,4,6-Trinitrobenzoeséaure

Bei der Phototransformation der 2,4,6-Trinitrobenzoesaure entsteht sowohl in
Pfauenteichwasser als auch in Reinstwasser als einziger Metabolit das
1,3,5-Trinitrobenzol. Abbildung 57 zeigt den Verlauf der Phototransformation von
2,4,6-TNBS in Pfauenteichwasser durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe. Die
Startprobe zeigt lediglich den Peak der 2,4,6-TNBS, der im Laufe der Bestrahlung
etwas kleiner wird. Gleichzeitig wird der Peak fur 1,3,5-TNB immer gréf3er. Durch die
unterschiedlichen spektroskopischen Eigenschaften der beiden Verbindungen wirkt
der Anstieg des 1,3,5-TNB-Peaks starker als die Abnahme des Peaks fur die 2,4,6-
TNBS. Durch Vergleiche der Peakflachen bei gleicher Konzentration der beiden
Verbindungen konnte festgestellt werden, dass 1,3,5-TNB einen doppelt so grofen
Extinktionskoeffizienten besitzt als die 2,4,6-TNBS.
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Abbildung 57: Chromatogramme der Photolytischen Transformation von

2,4,6-Trinitrobenzoesaure in Pfauenteichwasser durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe

In Abbildung 58 ist die Abnahme der Peakflache der 2,4,6-Trinitrobenzoesaure sowie

die Zunahme der Peakflache des 1,3,5-TNB dargestellt. Nach einer
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Bestrahlungsdauer von 40 Stunden sind lediglich 30 % der Saure transformiert
worden. Im Gegensatz zu 2,4,6-TNT, wo die Transformation nach wenigen Stunden
abgeschlossen ist, dauert die Transformation der Saure also sehr lange. Demzufolge
kann ausgeschlossen werden, dass das bei der Phototransformation von TNT
entstandene Trinitrobenzol nur Uber die Trinitrobenzoesaure gebildet wird. Ebenfalls
ist hier nochmals deutlich zu erkennen, dass die Zunahme der Peakflache fir TNB
nicht direkt mit der Abnahme der Peakflache aufgrund der unterschiedlichen

spektroskopischen Eigenschaften korreliert werden kann.
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Abbildung 58: Vergleich der Peakflachen fur die Abnahme von 2,4,6-TNBS und die Zunahme
von 1,3,5-TNB Uber den gesamten Bestrahlungszeitraum

Im Gegensatz zu 2,4,6-TNT ist bei der Phototransformation der 2,4,6-
Trinitrobenzoesaure in naturlichen Wassern keine schnellere Transformation als in
Reinstwasser zu beobachten. Abbildung 59 zeigt den Vergleich der
Transformationsraten in Pfauenteichwasser und Reinstwasser, wobei keine
signifikanten Unterschiede zu erkennen. Ein Grund kénnte die Triplett-Energie der
Trinitrobenzoesaure sein. Wenn diese deutlich hoher ist als die Energie des Triplett-
Zustandes bei Huminstoffen, kann eine Energieubertragung vom angeregten
Huminstoffmolekidl auf das Trinitrobenzoesauremolekil nicht erfolgen [103,104].
Somit wirde selbst in natlrlichen Wassern die indirekte Photolyse keine Rolle

spielen.
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Abbildung 59: Vergleich der Transformationsraten fiur 2,4,6-TNBS in Reinstwasser und
Pfauenteichwasser

Abbildung 60 zeigt die Chromatogramme der End- und Dunkelprobe nach 40
Stunden Bestrahlung. Der Vergleich der Chromatogramme zeigt deutlich, dass die
photochemische Transformation durch Bestrahlung mit der Tageslichtlampe flr die
Metabolisierung der 2,4,6-TNBS verantwortlich ist, da in der Dunkelprobe keine
weiteren Peaks als die Ausgangssubstanz zu finden sind. Dementsprechend kann
auch eine mikrobielle Metabolisierung durch die Bestandteile des Pfauenteich-

wassers im Falle der 2,4,6-TNBS ausgeschlossen werden.

Die Untersuchungen zeigen, dass die in Standortwassern nachgewiesene 2,4,6-
Trinitrobenzoesaure ebenfalls einer photolytischen Transformation unterliegt. Jedoch
entsteht hier das hochgradig Okotoxische TNB, das allerdings durch mikrobielle
Transformation sehr schnell zu weniger toxischen Transformationsprodukten

weiterreagiert.
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Abbildung 60: Vergleich der Chromatogramme der photolytischen Transformation von 2,4,6-
TNBS zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe
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4.2.2.4 2.4-Dinitrotoluol

Analysen von Sicker- und Oberflachenwassern auf ehemaligen Ristungsstandorten
ergaben, dass neben den Trinitrotoluolen, Trinitrobenzol und Trinitrobenzoesaure
auch die Dinitrotoluole in erheblichen Konzentrationen nachgewiesen werden
konnten [105-107]. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit auch die mogliche
photochemische Transformation des 2,4-Dinitrotoluols und des 2,6-Dinitrotoluols

naher untersucht werden.

Die photochemische Transformation von 2,4-Dinitrotoluol lauft bei Bestrahlungen mit
einer Tageslichtlampe relativ langsam ab. Abbildung 61 zeigt den Verlauf der
Transformation Uber einen Zeitraum der Bestrahlung von fast 60 Stunden. Die
Konzentration von 2,4-DNT nimmt im Laufe der Bestrahlung stetig ab, nach 58
Stunden Bestrahldauer kann dieses in der HPLC-Analyse nicht mehr nachgewiesen
werden. Im Gegenzug entsteht eine Vielzahl an Verbindungen, von denen als
Hauptmetabolit die 2-Amino-4-nitrobenzoesaure identifiziert werden konnte. Von den
vielen kleineren Peaks konnten lediglich die 4-Amino-2-nitrobenzoesaure und die
2,4-Dinitrobenzoesaure nachgewiesen werden, die UV-Spektren der anderen Peaks
konnten keinen bekannten Verbindungen zugeordnet werden. Hier bestand jedoch
auch das Problem, dass einerseits die entstandenen Metaboliten in zu geringen
Konzentrationen vorlagen oder andererseits mehrere Verbindungen koeluierten und
somit keine sauberen Spektren ergaben. Durch die parallele Analyse von
Dunkelproben  konnte zudem ausgeschlossen werden, dass in dem
Bestrahlungszeitraum in der Probenlésung eine zusatzliche mikrobielle

Transformation stattgefunden hat.
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Abbildung 61:. Chromatogramme der photolytischen Transformation von 2,4-DNT durch

Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe

Von den bei der photochemischen Transformation entstandenen Metaboliten
konnten mit Hilfe der HPLC-DAD-Analyse nur sehr wenige Verbindungen
nachgewiesen werden. Daher wurde die Probenlosung am Ende der Bestrahlung
Uber eine Festphasensaule angereichert und mittels HPLC-hochauflosender
Massenspektrometrie untersucht. Das zugehdrige Chromatogramm und die
identifizierten Metabolite sind in Abbildung 62 zu sehen. Wie schon in der HPLC
konnte auch im Massenspektrum die 2-Amino-4-nitrobenzoesaure 7 als Haupt-
metabolit identifiziert werden. Auch die 2,4-Dinitrobenzoesaure 1 und die 4-Amino-2-
nitrobenzoesaure 2 konnten bestatigt werden. Metabolit 3 ist ein Anthranil-Derivat,
das analog zu den bei der photochemischen Transformation von Trinitrotoluol
entstandenen Anthranilen aufgebaut ist. Unter den vielen kleineren Signalen konnten
die Hydroxy-Nitrobenzoesaure 4 und die Nitrobenzoesduren 5 nachgewiesen
werden. In beiden Fallen sind in der Massenspur jeweils zwei Peaks zu sehen,
dementsprechend sind beide isomeren Verbindungen, 2-Hydroxy-4-nitrobenzoe-
saure und die 4-Hydroxy-2-nitrobenzoesaure sowie die 2-Nitrobenzoesaure und die
4-Nitrobenzoesaure, entstanden. Ebenfalls konnte die Bildung des 2,4-Dinitrophenols

(6) festgestellt werden.
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Abbildung 62: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von
2,4-DNT durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe
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Auch bei der photochemischen Transformation von 2,4-Dinitrotoluol entstehen eine
Vielzahl an Azo- und Azoxyverbindungen. So konnten die Azoverbindung 8, die aus
dem Anthranil-Derivat entstanden ist, und die Azoxyverbindung 9, mit einer Saure-
und einer Hydroxygruppe, nachgewiesen werden. Im ESI-Massenspektrum zu Peak
10 werden vier Signale mit jeweils der Masse 375,0185 und der Summenformel
C14HsN4Og erhalten. Hier entstehen demnach vier Isomere-Verbindungen der
Azoxyverbindung 10, bei denen sich jeweils die Positionen der beiden Sauregruppen
unterscheiden. Auch die Azoxyverbindung mit einer Saure- und einer Methylgruppe
(11) entsteht bei der Transformation von 2,4-DNT. Wie schon bei den Trans-
formationen von TNB oder TNT entstehen auch bei der photoinduzierten Metaboli-
sierung von 2,4-DNT mehrkernige Verbindungen. So konnte hier ein vierkerniger

Metabolit mit vier Sauregruppen identifiziert werden (12).

In Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut in Schmallenberg wurde die
photochemische Transformation von 2,4-DNT an der SUNTEST CPS*-Apparatur
ausfuhrlicher untersucht. So wurden, wie im Falle von Trinitrotoluol, die
Transformationsraten bei verschiedenen pH-Werten und in naturlichen Wassern
bestimmt. Ebenfalls wurden Reaktorversuche durchgefiihrt, um den Mikrokosmos
Pfauenteich zu simulieren. Die Endproben der Bestrahlungen in der SUNTEST
CPS*-Apparatur und ausgewahlte Proben der Reaktorversuche wurden
anschlieliend mittels HPLC-DAD und HPLC-hochauflésender Massenspektrometrie
auf die entstandenen Metabolite untersucht.

Obwohl die Lampe der SUNTEST CPS*-Apparatur sehr viel héhere Intensitaten
erreicht als die von uns verwendete Tageslichtlampe, konnen nach einer
Bestrahldauer von acht Stunden selbst in natlrlichen huminstoffreichen Wassern
noch bis zu 38 % nicht umgesetztes 2,4-DNT nachgewiesen werden. Die HPLC-
DAD-Analysen zeigten zudem im direkten Vergleich zur Bestrahlung mit der
Tageslichtlampe keine groRe Veranderung im Metabolitenspektrum. Als
Hauptmetabolit konnte in allen Proben die 2-Amino-4-nitrobenzoesaure bestatigt
werden. Abbildung 63 zeigt beispielhaft fur alle gemessenen Proben das
Chromatogramm und die nachgewiesenen Metabolite fiur die photochemische
Transformation von 2,4-DNT bei einem pH-Wert von 9. Neben dem noch nicht

umgesetzten 2,4-Dinitrotoluol 9 konnten in allen Proben die 2,4-Dinitrobenzoesaure 2
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und 2-Amino-4-nitrobenzoesaure 4 mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert
werden. Die Bildung der 4-Amino-2-nitrobenzoesaure 3 konnte nur bei alkalischen
pH-Werten oder bei Bestrahlungen in naturlichen Wassern beobachtet werden. In
den Batchversuchen in Pufferldsungen mit pH-Werten von 4, 7 und 9 konnte auch
die Hydroxylamino-Benzoesaure 1 in nicht unerheblichen Konzentrationen
nachgewiesen werden. In Analogie zur Phototransformation von Trinitrotoluol, bei der
unter bestimmten Bedingungen Pikrinsaure gebildet wird, entsteht aus 2,4-
Dinitrotoluol im Alkalischen und in den Reaktorversuchen das 2,4-Dinitrophenol 5.
Bei den verschiedenen Batchversuchen konnten eine Vielzahl an Azo- und
Azoxyverbindungen nachgewiesen werden, von denen hier nur die Wichtigsten
gezeigt sind. Eine weitere Parallele zur Transformation von TNT ist die Bildung der
Azoxyverbindung 6 mit einer Aminogruppe und zwei Sauregruppen, die jedoch nur
im Alkalischen und in naturlichen Wassern gebildet wird. Die in den Batchversuchen
mit der Tageslichtlampe entstandene Azoxyverbindung 7 mit zwei Sauregruppen und
zwei Nitrogruppen kann ebenfalls unter diesen Bedingungen nachgewiesen werden,
auch hier werden mehrere Signale der Masse 375,0185 erhalten. Demzufolge
entstehen auch hier die verschiedenen Positions-Isomere. Neben den zweikernigen
Verbindungen entstehen bei der Phototransformation von 2,4-DNT in neutralen oder
alkalischen Losungen sowie in naturlichen Wassern auch drei- und vierkernige
Verbindungen. Hier ist zum Einen Metabolit 8 zu erwahnen, eine dreikernige
Azoverbindung mit einer Aldehydgruppe und zwei Sauregruppen, zum Anderen
Metabolit 10, eine Azoxyverbindung mit drei Sauregruppen. Die vierkernige
Azoverbindung 11 besitzt vier Sauregruppen anstelle der Methylgruppen, sie konnte
auch schon bei den Versuchen mit der Tageslichtlampe beobachtet werden.

Alle weiteren Metabolite der photochemischen Transformation von 2,4-Dinitrotoluol,
die mit Hilfe der hochauflésenden Massenspekirometrie nachgewiesen werden

konnten, sind in Anhang 4 aufgeflhrt.
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Abbildung 63: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von 2,4-
DNT durch Bestrahlung in der SUNTEST CPS*-Apparatur bei einem pH-Wert von 9
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4.2.2.5 2.6-Dinitrotoluol

Die Batchversuche zur photochemischen Transformation von 2,6-Dinitrotoluol
wurden ausschlieBlich an der SUNTEST CPS*-Apparatur am Fraunhofer Institut in
Schmallenberg unter Verwendung von Reinstwasser durchgefuhrt. Im Vergleich zur
Phototransformation von 2,4-DNT lauft die Transformation von 2,6-DNT etwas
schneller ab. Wahrend bei der Phototransformation von 2,4-Dinitrotoluol nach einer
Bestrahldauer von acht Stunden noch 38 % nicht umgesetzte 2,4-DNT vorhanden
waren, sind es im Falle von 2,6-DNT noch nicht einmal mehr 2 %. Ein Grund hierfur
konnten die zwei elektronenziehenden Nitrogruppen in ortho-Position des 2,6-
Dinitrotoluols sein, die eine Transformation beglnstigen. Abbildung 64 zeigt einige
ausgewahlte Chromatogramme des Verlaufes der photochemischen Transformation
von 2,6-Dinitrotoluol. Hier konnte mittels HPLC-DAD-Analyse und Vergleich der
Spektren mit denen bekannter Verbindungen lediglich die 2-Amino-6-
nitrobenzoesaure als Hauptmetabolit identifiziert werden, eine isomere Verbindung
wie im Falle von 24-DNT mit der Bildung der 2-Amino- und der 4-

Aminonitrobenzoesaure kann es bei 2,6-DNT nicht geben.
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Abbildung 64: Chromatogramme der Phototransformation von 2,6-DNT in Reinstwasser
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Im Gegensatz zu dem Batchversuch mit 2,4-DNT, in dem die 2,4-Dinitrobenzoesaure
identifiziert werden konnte, entsteht bei der Phototransformation von 2,6-DNT nicht
die korrespondierende 2,6-Dinitrobenzoesaure. Wie auch in anderen Versuchen zur
Phototransformation ausgewahlter sprengstofftypischer Verbindungen kann die
Entstehung einiger unbekannter Verbindungen beobachtet werden, die mittels

HPLC-DAD durch Spektrenvergleich nicht nachgewiesen werden konnten.

Obwohl die Versuche zur photochemischen Transformation von 2,6-Dinitrotoluol in
Reinstwasser abliefen, wurden trotzdem parallel zur Bestrahlung Dunkelproben
analysiert. Hier sollte vor allem bestatigt werden, dass das Dinitrotoluol Uber den
Bestrahlungszeitraum in wassriger Losung stabil ist und nicht hydrolisiert wird.
Abbildung 65 zeigt die Chromatogramme der End- und Dunkelprobe nach acht
Stunden. Da in der Dunkelprobe keine zusatzlichen Signale neben dem 2,6-DNT und
einer Verunreinigung aus dem Standard zu sehen sind, kann eine Hydrolyse in
diesem Fall ausgeschlossen werden. Auch die Peakflache der Verunreinigung bleibt
uber den Bestrahlungszeitraum konstant, daher kann davon ausgegangen werden,

dass diese nicht an Transformationsreaktionen des 2,6-DNT beteiligt ist.
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Abbildung 65: Chromatogramme der photolytischen Transformation von 2,6-DNT in
Reinstwasser, Vergleich zwischen der Endprobe der Bestrahlung und den Dunkelproben zu

Beginn der Bestrahlung und am Ende
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Die Strukturaufklarung der bei der photochemischen Transformation von
2,6-Dinitrotoluol entstandenen Metabolite wurde auch in diesem Fall mittels HPLC-
hochauflosender Massenspektrometrie durchgefuhrt. Abbildung 66 zeigt das
Chromatogramm und die identifizierten Verbindungen. Als Hauptmetabolit der
photochemischen Transformation von 2,6-Dinitrotoluol konnte die in der HPLC
identifizierte 2-Amino-6-nitrobenzoesaure 2 bestatigt werden. Zudem kann in
Analogie zu 2,4-DNT die 2-Hydroxy-6-nitrobenzoesaure 1 nachgewiesen werden, die
jedoch nur in sehr geringen Konzentrationen entsteht. Wie auch schon bei den
Transformationen von 2,4-DNT oder 2,4,6-TNT beobachtet werden konnte, entsteht
bei der Transformation von 2,6-DNT ein Anthranil-Derivat 3 und zuséatzlich eine
Azoxyverbindung, die aus diesem entstanden ist (5). Auch Azo- und
Azoxyverbindungen werden bei der Transformation von 2,6-DNT gebildet. Zu
erwahnen ist der sehr polare Metabolit 4 mit zwei Sauregruppen und einer
Aminogruppe, der ebenfalls bei der Phototransformation von 2,4-Dinitrotoluol
entsteht. Zudem kann die Azoverbindung 7 mit einer Saure- und einer Methylgruppe
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu 2,4-DNT konnten bei der Metabolisierung
von 2,6-DNT die Bildung der Azoverbindung 8 mit zwei Aldehydgruppen sowie die
korrespondierende Azoxyverbindung 9 beobachtet werden. In Analogie zur
Phototransformation von 2,4-DNT koénnen hier ebenfalls dreikernige Verbindungen
nachgewiesen werden. Metabolit 6b ist eine Azoxyverbindung mit drei Sauregruppen
und zwei Nitrogruppen, bei Verbindung 6a ist zusatzlich eine Nitrogruppe zu einer
Aminogruppe reduziert worden. Die Verunreinigung aus dem Standard konnte

anhand des Massenspektrums nicht identifiziert werden.
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Abbildung 66: Chromatogramm und Metabolite der Phototransformation von 2,6-DNT
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Die Arbeiten zur photolytischen Transformation der Dinitrotoluole ergaben, dass
sowohl 2,4-DNT als auch 2,6-DNT relativ schnell transformiert werden, weshalb
diese Verbindungen am Ablauf des Pfauenteiches wahrscheinlich nicht
nachgewiesen werden konnten. Als Haupttransformationsprodukte entstehen die
zugehdrigen Benzoesauren bzw. die Aminobenzoesauren sowie zahlreiche weitere
Verbindungen. Wie im Falle des 2,4,6-TNT wird die eingesetzte Menge an den
Dinitrotoluolen in sehr viele Verbindungen transformiert, die jeder fur sich allerdings
nur einen kleinen Beitrag zur Gesamttoxizitat leistet, wenn nicht sogar die

Schwellenwerte erst gar nicht Uberschreitet.

Demnach ist die Photolyse in Oberflachengewassern als naturlicher

Schadstoffminderungsprozess fur die Dinitrotoluole als effektiv zu bewerten.
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4.2.2.6 2-Amino-4,6-dinitrotoluol

Die Analyse von Oberflachenwassern vom Standort Clausthal-Zellerfeld hat gezeigt,
dass durch die Zuflisse auch ein erheblicher Anteil an Aminodinitrotoluolen in die
Pfauenteiche gelangt. Diese konnen am Abfluss jedoch nur noch in geringeren
Konzentrationen nachgewiesen werden, allerdings treten die Aminodinitrobenzoe-
sauren in hohen Konzentrationen auf. In den Batchversuchen zur photochemischen
Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol konnte zwar nachgewiesen werden, dass die
Sauren durch Bestrahlung aus TNT gebildet werden, allerdings kdnnten diese auch
aus den Aminodinitrotoluolen entstehen. Daher soll im Rahmen dieser Arbeit auch
die mdgliche photochemische Transformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol und 4-

Amino-2,6-dinitrotoluol untersucht werden.

Die Batchversuche zur Phototransformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol wurden
zunachst in naturlichen Wassern durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe
durchgefuhrt. In Abbildung 67 sind zum Vergleich die Transformationskurven fur
2,4,6-TNT, 2,4-DNT und 2-A-4,6-DNT fur Bestrahlungen in natlrlichen Wassern mit
einer Tageslichtlampe dargestellt.
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Abbildung 67: Vergleich der Transformationsraten von 2,4,6-TNT, 2,4-DNT und 2-A-4,6-DNT
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Dabei zeigte sich, dass auch die Aminodinitrotoluole photochemisch transformiert
werden konnen, jedoch relativ langsam. Wahrend die Zeit, in der 50 % der
eingesetzten Menge an 2,4,6-TNT transformiert wurden, bei 2 Stunden liegt, betragt
diese Zeit fur 2,4-Dinitrotoluol schon 11 Stunden. Im Falle des 2-Amino-4,6-
dinitrotoluol vergehen jedoch 47 Stunden, bis 50 % der eingesetzten Menge
transformiert wurden. Dies ist allerdings nicht verwunderlich, wenn man den
Mechanismus fur die photochemische Transformation betrachtet. Wie im Kapitel der
Phototransformation von 2,4,6-Trinitrotoluol schon ausfuhrlich beschrieben wurde,
lauft die durch Licht induzierte Metabolisierung Uber einen Meisenheimer-Komplex
und Uber das Trinitrobenzyl-Anion (Abbildung 68). Im Falle des Trinitrotoluols sind
drei stark elektronenziehende Nitrogruppen vorhanden, die nukleophile Angriffe auf
den Aromaten begunstigen und zudem durch den negativen Induktiven Effekt fur die
Stabilisierung des Meisenheimer-Komplexes und des Anions sorgen. Bei
2,4-Dinitrotoluol ist der Aromat nur noch mit zwei Nitrogruppen substituiert,

dementsprechend ist die Stabilisierung nicht mehr so stark ausgepragt.

CH3 CHz_
O2N R O,N R
NO, NO,
24,6-TNT: R =NO, Meisenheimer-Komplex

2,4-DNT: R=H
2-A-4,6-DNT: R = NH,

Abbildung 68: Strukturen der photolytisch induzierten Intermediate (angelehnt an Mills [94])

Ebenso ist der Unterschied in den Transformationsraten zwischen 2,4-Dinitrotoluol
und 2,6-Dinitrotoluol durch den Induktiven Effekt zu erklaren, der abhangig von der
Position des Substituenten ist. So Ubt eine Nitrogruppe in ortho-Position einen
starkeren Einfluss auf die Stabilisierung des Aromaten aus als eine Nitrogruppe in
para-Position. Bei 2,6-DNT sind gleich zwei Nitrogruppen in ortho-Position
vorhanden, dementsprechend ist sowohl der Meisenheimer-Komplex als auch das
Anion besser stabilisiert als bei 2,4-DNT. Die Aminodinitrotoluole besitzen neben den
zwei Nitrogruppen zusatzlich eine Aminogruppe. Die Aminogruppe Ubt zwar auch

einen sehr schwach ausgepragten negativen Induktiven Effekt auf den Aromaten
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aus, liefert zudem aber auch einen Beitrag zur Resonanzstabilisierung. So kann das
freie Elektronenpaar des Stickstoffes in das aromatische T-System eingebracht
werden und somit die Ladungsdichte im Ring erhdhen. Da dieser Effekt bei schwach
elektronenziehenden Gruppen den induktiven Effekt bei weitem Uberwiegt, ist die
Stabilisierung des Komplexes und des Anions bei den Aminodinitrotoluolen nicht in

dem Male gegeben wie bei Trinitrotoluol oder Dinitrotoluol.

Wie erwartet liefert die photochemische Transformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol
als Hauptmetabolit die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure. Zudem entsteht in Analogie
zur Phototransformation von TNT die Pikraminsaure, bei der die Methylgruppe durch
eine Hydroxylgruppe ausgetauscht wurde. Abbildung 69 zeigt den Verlauf der
Transformation anhand einiger ausgewahlter Chromatogramme. Da die
Metabolisierung durch Bestrahlung mit einer Tageslichttampe auf Grund der
niedrigen Intensitat relativ langsam ablauft, konnen ebenfalls einige Intermediate

beobachtet werden, die im Laufe der Bestrahlung weiter umgesetzt werden.
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Abbildung 69: ausgewahlte Chromatogramme der Phototransformation von 2-A-4,6-DNT in

Pfauenteichwasser durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe
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Bei Bestrahlungszeiten von uUber 100 Stunden in natlrlichen Wassern darf die
mikrobielle Transformation naturlich nicht auer acht gelassen werden. Daher
wurden zum Vergleich Dunkelproben analysiert, die eine Zuordnung der photo-
chemisch und mikrobiell entstandenen Metabolite ermoglichen. Abbildung 70 zeigt
den Vergleich der Endprobe der Bestrahlung und der zur gleichen Zeit enthommenen
Dunkelprobe. Wie deutlich zu erkennen ist, hat wahrend dem langen
Bestrahlungszeitraum die mikrobielle Transformation begonnen. Die einzigen Peaks,
die eindeutig der photochemischen Transformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol
zugeordnet werden koénnen, sind die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure und die
Pikraminsaure. Aus diesem Grund wurde auf eine massenspektrometrische Analyse

zur weiteren Metabolitenaufklarung verzichtet.
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Abbildung 70: Chromatogramme der Phototransformation von 2-A-4,6-DNT in Pfauenteich-

wasser, Vergleich zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe

Neben den Batchversuchen zur Phototransformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol
mit einer Tageslichttampe wurden die Bestrahlungen in der SUNTEST CPS’-
Apparatur am Fraunhofer-Institut in Schmallenberg durchgeflihrt, da sie Uber kirzere
Bestrahlungszeitraume, aber dafur mit hoheren Intensitaten durchgeflhrt werden

kbnnen. Zudem wurde in diesen Batchversuchen Reinstwasser verwendet, um
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mikrobielle Transformationen wahrend des Bestrahlungszeitraumes auszuschliel3en.
Der Verlauf der Transformation zeigt dieselbe Tendenz wie die Bestrahlungen zuvor,
einige ausgewahlte Chromatogramme sind in Abbildung 71 dargestellt. Trotz der
sehr hohen Intensitaten sind nach einer Bestrahldauer von acht Stunden noch 76 %
nicht umgesetztes 2-A-4,6-DNT vorhanden. Die in den Batchversuchen mit der
Tageslichtlampe als Hauptmetabolit nachgewiesene 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure
wird hier zwar auch gebildet, jedoch nur in sehr geringen Konzentrationen.
Stattdessen tritt bei einer Retentionszeit von 29 Minuten ein verhaltnismallig grolier
Peak auf, der jedoch durch einen Spektrenvergleich mit Referenzsubstanzen nicht
zugeordnet werden konnte. Die bei der photochemischen Transformation in
naturlichen Wassern entstandene Pikraminsaure konnte in diesem Versuch in
Reinstwasser nicht nachgewiesen werden. Allerdings zeigen sich auch hier wieder
Parallelen zur Transformation von TNT, bei der die Pikrinsaure auch nur unter
alkalischen oder naturlichen Bedingungen gebildet wird. Ebenfalls entstehen bei
Bestrahlungen mit hohen Intensitaten aus 2-A-4,6-DNT weitere unbekannte
Verbindungen mit Retentionszeiten ab 35 Minuten, die nach den bisherigen

Kenntnissen Azo- und Azoxyverbindungen zugeordnet werden konnten.

2-A-4,6-DNT

300

unbekannte Verbindung

250

2-A-4,6-DNBS

8 Stunden

2004 ‘ Bestrahlung

5 Stunden
1504 “ Bestrahlung

3 Stunden
Bestrahlung

N lg_,k,ﬁh_.\_,g_& 1Stunde
50 Lﬁﬂg@ Bestrahlung
04 ”—J Startprobe

T T T 1
20 30 40 50

100

Intensitat in AU

Retentionszeit in Minuten

Abbildung 71: Chromatogramme der photolytischen Transformation von 2-A-4,6-DNT in
Reinstwasser an der SUNTEST CPS*-Apparatur
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Obwohl die Batchversuche zur photochemischen Transformation von 2-Amino-4,6-
dinitrotoluol in der SUNTEST CPS*-Apparatur unter Verwendung von Reinstwasser
durchgefuhrt wurden, sollte Uberpruft werden, dass es sich bei den entstandenen
Metaboliten ausschlief3dlich um photochemisch generierte Verbindungen handelt. Im
Vergleich zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der zur gleichen Zeit
entnommenen Dunkelprobe (Abbildung 72) erkennt man deutlich, dass die Lésung
von 2-A-4,6-DNT in Reinstwasser innerhalb der acht Stunden stabil ist und keine
Hydrolyse stattfindet. Die Metabolite sind also ausschliel3lich durch Photolyse

entstanden.
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Abbildung 72: Vergleich zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe der
photolytischen Transformation von 2-A-4,6-DNT in Reinstwasser

Um die Identitat aller Metabolite aufzuklaren, wurde hier eine Analyse mit HPLC-
hochauflosender Massenspektrometrie durchgefuhrt. Abbildung 73 zeigt das
Chromatogramm und die entstandenen Metabolite. Wie schon in der HPLC-Analyse
erwahnt, konnte neben nicht umgesetztem 2-Amino-4,6-dinitrotoluol 5 in geringen
Konzentrationen die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 1 nachgewiesen werden.

Zudem entsteht bei Bestrahlungen mit hohen Intensitaten die 2,6-Diamino-4-
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nitrobenzoesaure 2. Der in der HPLC nicht identifizierte Hauptmetabolit konnte in der

Massenspektrometrie als das Anthranil

3 nachgewiesen werden,

das sehr

wahrscheinlich als Zwischenprodukt wahrend der Bildung der Aminobenzoesaure

angesehen werden kann.
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Abbildung 73: Chromatogramm und Metabolite der Phototransformation von 2-A-4,6-DNT
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Zudem wurden bei den Bestrahlungen in der SUNTEST CPS*-Apparatur auch Azo-
und Azoxyverbindungen gebildet. Hier konnte ebenfalls die analoge Azoverbindung
zum Hauptmetaboliten der photochemischen Transformation von TNT nachgewiesen
werden, die zwei Sauregruppen und eine Aminogruppe besitzt (4). Verbindung 6
konnte eine Masse von 391,0641 m/z und eine Summenformel von C4H12NgOs
zugeordnet werden. Allerdings konnte nicht weiter bestimmt werden, ob die
Verbindung eine zweite Aminogruppe besitzt und eine Methylgruppe zu einem
Benzylalkohol oxidiert wurde, oder ob eine Methylgruppe und eine Hydroxylamino-
gruppe vorliegen. Metabolit 7 konnte als Azoxyverbindung mit einer Sauregruppe,

einer Aminogruppe sowie einer Methylgruppe nachgewiesen werden.
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4.2.2.7 4-Amino-2,6-Dinitrotoluol:

Der Vergleich der Transformationsraten von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol und 4-Amino-
2,6-dinitrotoluol zeigt, dass die photochemische Transformation von 4-A-2,6-DNT
deutlich schneller ablauft (Abbildung 74). Wahrend es bei 2-A-4,6-DNT 48 Stunden
dauert, bis 50 % der eingesetzten Substanz transformiert wurden, dauert es im Falle
des 4-A-2,6-DNT nur 17 Stunden. Die Erklarung liefert auch hier der negative
Induktive Effekt der Nitrogruppen. Im Gegensatz zum Resonanzeffekt der Amino-
gruppen, der nicht abhangig von ortho- oder para-Positionen ist, haben die
Positionen der Nitrogruppen einen erheblichen Einfluss auf die Starke des Induktiven
Effektes. So ist die Stabilisierung des 4-Amino-2,6-dinitrotoluol mit zwei Nitrogruppen
in ortho-Position besser ausgepragt als bei 2-Amino-4,6-dinitrotoluol mit jeweils einer
Nitrogruppe in ortho- und para-Position. Dementsprechend stabiler sind die
Intermediate der photochemischen Transformation, somit kann die Metabolisierung

schneller ablaufen.
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Abbildung 74: Vergleich der Transformationsraten von 2-A-4,6-DNT und 4-A-2,6-DNT bei

Bestrahlungen mit einer Tageslichtlampe

In Abbildung 75 sind einige ausgewahlte Chromatogramme der photolytischen

Transformation von 4-Amino-2,6-dinitrotoluol in natirlichen Wassern unter
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Verwendung einer Tageslichtlampe dargestellt. Der Verlauf zeigt ein ahnliches Bild
wie die Transformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol. Als Hauptmetabolit konnte die
4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure identifiziert werden und zusatzlich ein geringer
Anteil der Iso-Pikraminsaure. Aul3erdem treten im Falle des 4-A-2,6-DNT zusatzlich
zwei weitere grofle Peaks auf, die durch einen Vergleich der Spektren als 2,4-
Diamino-6-nitrobenzoesaure und 2-Amino-6-nitrobenzoesaure nachgewiesen werden
konnten.

4-A-2,6-DNBS
Iso-Pikraminsaure
2,4-DA-6-NBS
2-A-6-NBS
4-A-2,6-DNT

180 g T 91 Stunden

45 Stunden

30 Stunden
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17 Stunden

Startprobe

Retentionszeit in Minuten

Abbildung 75: ausgewéhlte Chromatogramme der photolytischen Transformation von
4-A-2,6-DNT durch Bestrahlung mit einer Tageslichtlampe

Wie schon bei der Phototransformation von 2-Amino-4,6-dinitrotoluol konnte auch
hier durch die Analyse von Dunkelproben festgestellt werden, dass uber den langen
Bestrahlungszeitraum hinweg die mikrobielle Transformation des 4-A-2,6-DNTs
begonnen hatte. Abbildung 76 zeigt zum Vergleich zwischen der Dunkel- und
Endprobe der Bestrahlung die jeweiligen Chromatogramme. Bis auf die oben
erwahnten Metabolite 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure, Iso-Pikraminsaure, 2,4-

Diamino-6-nitrobenzoesaure und 2-Amino-6-nitrobenzoesaure konnte bei allen

113



Ergebnisse Photochemische Transformation 4-A-2,6-DNT

weiteren entstandenen Metabolite nicht eindeutig festgestellt werden, ob diese auf
dem photolytischen Transformationspfad entstanden sind. Daher wurde auch in
diesem Fall auf die massenspektrometrische Analyse zur Metabolitenaufklarung

verzichtet.
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Abbildung 76: Chromatogramme der photochemischen Transformation von 4-A-2,6-DNT in

Pfauenteichwasser, Vergleich zwischen der Endprobe der Bestrahlung und der Dunkelprobe

FUr eine bessere Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten wurden die Batchversuche
zur photochemischen Transformation von 4-A-2,6-DNT durch die Durchfiihrung der
Bestrahlung am Fraunhofer-Institut in Schmallenberg in Reinstwasser vervollstandigt.
Abbildung 77 zeigt den Vergleich der in der SUNTEST CPS"-Apparatur bestimmten
Transformationsraten fur 2,4,6-Trinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 2-Amino-4,6-dinitro-
toluol und 4-Amino-2,6-dinitrotoluol. Die Geschwindigkeiten der photolytischen
Transformationen zeigen auch hier denselben Trend wie bei Bestrahlungen mit der
Tageslichtlampe. Die Metabolisierung von 2,4,6-TNT lauft schneller ab als die des
2,6-DNT, bei 2,4,6-TNT dauert es 1,3-Stunden und bei 2,6-DNT 2,2 Stunden, bis 50
% der eingesetzten Menge transformiert wurden. Die Phototransformation von 4-A-
2,6-DNT ist mit 2,5 Stunden nur unwesentlich langsamer, wahrend bei 2-A-4,6-DNT

schon 12,6 Stunden vergehen, bis 50 % der eingesetzten Menge metabolisiert sind.
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Abbildung 77: Vergleich der Transformationsraten fur die photolytische Transformation von
2,4,6-TNT, 2,6-DNT, 2-A-4,6-DNT und 4-A-2,6-DNT fiir Bestrahlungen in der SUNTEST CPS'-
Apparatur

Der Verlauf der Transformation von 4-A-2,6-DNT durch Bestrahlung in der SUNTEST
CPS’-Apparatur unterscheidet sich vom Verlauf der Transformation bei
Bestrahlungen mit der Tageslichtlampe. Abbildung 78 zeigt einige ausgewahlte
Chromatogramme von Proben, die nach bestimmten Bestrahlungszeitraumen
genommen wurden. Im Vergleich zu 2-A-4,6-DNT nimmt die Konzentration des
eingesetzten 4-Amino-2,6-dinitrotoluols deutlich schneller ab. Wie auch schon bei
Bestrahlungen mit der Tageslichtlampe konnten die 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure
und die 2,4-Diamino-6-nitrobenzoesaure als Hauptmetaboliten nachgewiesen
werden. Jedoch wurden die Iso-Pikraminsaure und die 2-Amino-6-nitrobenzoesaure
hier nicht gebildet, was unterschiedliche Ursachen hat. Zum einen ist das Fehlen der
Iso-Pikraminsaure auf die Verwendung von Reinstwasser anstelle von naturlichen
huminstoffreichen Wassern zurlickzufiihren, die Ergebnisse zu den photochemischen
Transformationen von 2,4,6-TNT und 2-A-4,6-DNT bestatigen diese Annahme. Zum
anderen ist die kurze Bestrahlungsdauer von 8 Stunden dafur verantwortlich, dass in
diesem Fall die 2-Amino-6-nitrobenzoesaure noch nicht gebildet wurde, die

Bestrahlzeiten mit der Tageslichtlampe lagen bei 100 Stunden.
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Abbildung 78: ausgewdhlte Chromatogramme der photolytischen Transformation von
4-A-2,6-DNT in Reinstwasser durch Bestrahlung in der SUNTEST CPS*-Apparatur
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Abbildung 79: Vergleich der Chromatogramme der Endprobe der Bestrahlung und der
Dunkelprobe
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Durch die parallele Analyse von Dunkelproben konnte auch in diesem Fall
ausgeschlossen werden, dass die entstandenen Metabolite auf anderen Wegen als

der photochemischen Transformation entstanden sind (Abbildung 79).

Zur weiteren Metabolitenaufklarung wurde die Endprobe der Bestrahlung in der
SUNTEST CPS*-Apparatur mittels HPLC-hochaufldsender Massenspektrometrie
untersucht, Abbildung 80 =zeigt das Chromatogramm und die identifizierten
Metabolite. Neben dem noch nicht umgesetzten 4-Amino-2,6-dinitrotoluol 6 konnte
die als Hauptmetabolit entstandene 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure 1 bestatigt
werden. Auch die in der HPLC nachgewiesene 2,4-Diamino-6-nitrobenzoesaure 2
konnte im Massenspektrum zugeordnet werden. Zudem entsteht wie erwartet die
Azoxyverbindung 3 mit zwei Aminogruppen und zwei Sauregruppen, die aus der
Nitroso- und der Hydroxylaminoverbindung gebildet wird. In sehr geringen Mengen
konnen auch die Azoverbindung 4, bei der die Aminogruppen abgespalten wurden,
und Azoxyverbindung 5 nachgewiesen werden. Hier konnte jedoch nicht geklart
werden, ob die Verbindung eine Aminogruppe besitzt und die Methylgruppe zu einem
Benzylalkohol oxidiert wurde, oder ob die Methylgruppe erhalten blieb und

stattdessen eine Hydroxylamino-Gruppe gebildet wurde.

Als Hauptmetabolite der Aminodinitrotoluole konnten bei den Batchversuchen zur
photolytischen Transformation jeweils die zugehdérigen Aminodinitrobenzoesauren
sowie die Diaminonitrobenzoesauren nachgewiesen werden. Jedoch dauert die
Transformation zumindest fur das 2-Amino-4,6-dinitrotoluol im Vergleich zu TNT
relativ lange, weshalb diese in Wasserproben am Ablauf des Pfauenteiches bis auf
die Sommermonate nachgewiesen werden koénnen. Demzufolge ist zwar ein
naturliches Schadstoffminderungspotential vorhanden, jedoch ist die eingetragene
Menge in die Pfauenteiche zu grof3, um diese in der Verweilzeit im Pfauenteich

vollstandig zu transformieren.
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Abbildung 80: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von
4-A-2,6-DNT in Reinstwasser durch Bestrahlung in der SUNTEST CPS*-Apparatur
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4.2.2.8 2,4-Dinitrobenzoeséure

Die vorgestellten Arbeiten zur photochemischen Transformation sprengstofftypischer
Verbindungen zeigen, dass mit Ausnahme von Trinitrobenzol alle Verbindungen
transformiert werden. Neben dem 2,4,6-TNT, 1,3,5-TNB, 2,4,6-TNBS, 2,4-DNT, 2,6-
DNT, 2-A-4,6-DNT und 4-A-2,6-DNT sollen im Rahmen dieser Arbeit auch die
photochemischen Transformationswege der Dinitrobenzoesauren und der Mononitro-

toluole untersucht werden.

Innerhalb einer Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut wurde in Schmallenberg an
der SUNTEST CPS*-Apparatur und in Reaktorversuchen die photochemische
Transformation von 2,4-Dinitrobenzoesaure ausfihrlich untersucht. Die Endproben
der Bestrahlungen bei verschiedenen pH-Werten, in mit I6slichen Huminstoffen
versetztem Reinstwasser, in naturlichen Wassern sowie die Proben aus den
Reaktorversuchen  wurden anschlielend mittels HPLC-hochauflésender
Massenspektrometrie in Marburg auf die entstandenen Metabolite untersucht.

Abbildung 81 zeigt beispielhaft fur alle durchgefuhrten Messungen das
Chromatogramm und die mit der hochauflésenden Massenspektrometrie
identifizierten Metabolite flr einen Batchversuch in Pfauenteichwasser. Die
photochemische Transformation der 2,4-Dinitrobenzoesaure 1 geht selbst in
naturlichen Wassern sehr langsam von statten, in allen Proben wurde noch ein
erheblicher Anteil der nicht umgesetzten Verbindung gefunden. Jedoch wurde hier
kein Unterschied im Metabolitenspektrum in Abhangigkeit des pH-Wertes oder der
Verwendung von naturlichen Wassern beobachtet. Als Hauptmetabolite entstehen
bei der lichtinduzierten Transformation der 2,4-DNBS die 2-Amino-4-
nitrobenzoesaure 3, 2,4-Dinitrophenol 4 und 1,3-Dinitrobenzol 5, welches mit Hilfe
von APCI-MS nachgewiesen werden konnte. In kleineren Mengen wird auch die 4-
Amino-2-nitrobenzoesaure 2 gebildet, deren Bildung, wie auch schon im Falle des
Trinitrotoluol und des 2,4-Dinitrotoluol gesehen, gegentber der 2-Amino-Verbindung

benachteiligt ist.

Die Dinitrobenzoesaure wird auch in naturlichen Gewassern nur sehr langsam

transformiert, daher ist die Photolyse als Schadstoffminderungspotential nur von
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geringem Nutzen. Jedoch kann positiv bemerkt werden, dass die 2,4-DNBS in
mehrere Verbindungen transformiert wird, die dann wiederum jeweils in sehr viel

kleineren Konzentrationen vorliegen.
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Abbildung 81: Chromatogramm und Metabolite der Phototransformation von 2,4-DNBS in
Pfauenteichwasser bestrahlt an der SUNTEST CPS™-Apparatur (Probe angereichert um Faktor
10)
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4.2.2.9 2-Nitrotoluol

Beispielhaft fur die Substanzklasse der Mononitrotoluole wird im Folgenden die
photochemische Transformation des 2-Nitrotoluol vorgestellt. Wie schon bei der 2,4-
Dinitrobenzoesaure wurden auch fur 2-Nitrotoluol alle Versuche im Rahmen des
Kooperationsprojektes am Fraunhofer-Institut in Schmallenberg durchgefuhrt und nur
die Massenspektrometrischen Analysen wurden in Marburg durchgefuhrt. Die
Batchversuche umfassten wie Ublich die Abhangigkeit der Transformationsraten von
pH-Werten, Unterschiede zwischen Reinstwasser und naturlichen Wassern und auch

Reaktorversuche.

Im Gegensatz zu allen anderen Substanzen konnte bei 2-Nitrotoluol eine
lichtinduzierte Mineralisierung zu CO; von bis zu 9 % nachgewiesen werden [98].
Zudem konnte nur eine geringe Abhangigkeit zwischen der Bildung bestimmter
Metabolite und dem pH-Wert der bestrahlten Lésung festgestellt werden. Auch der
Unterschied zwischen Reinstwasser und naturlichem Wasser war nicht signifikant. In
Abbildung 82 sind das Chromatogramm und die mit der hochauflésenden
Massenspektrometrie identifizierten Metabolite fur einen pH-Wert der bestrahlten
Lésung von 9 aufgefiihrt. Neben der 2-Nitrobenzoesaure 1 ist bei einem pH-Wert von
9 und in naturlichen Wassern ein Hauptmetabolit der 2-Nitrobenzaldehyd 2. Die
Konzentrationen der beiden Metabolite variieren je nach pH-Wert der Losung, so
Uberwiegt bei pH 4 die Saure. Ein weiterer Hauptmetabolit, der in allen Proben in
grolien Konzentrationen zu finden war, ist die 2-Aminobenzoesaure 3. Das Anthranil-
Derivat 4 kann hingegen nur in alkalischen Losungen oder unter Verwendung von
naturlichen Wassern, als auch im Reaktorsystem gefunden werden. Dasselbe gilt fur
das 2,2’-Dicarboxyazobenzol 5 und die Azoxyverbindung 6, die eine Sauregruppe
und eine Aldehydgruppe besitzt. In allen Proben konnten aber das 2,2-
Dicarboxyezoxybenzol 7 und die Azoxyverbindung 8 nachgewiesen werden, die eine
Sauregruppe und eine Methylgruppe besitzt. Der Peak bei einer Retentionszeit von
45 Minuten tritt ebenfalls in allen untersuchten Proben auf, jedoch konnte weder mit

ESI noch mit APCI ein auswertbares Massenspektrum erhalten werden.
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Abbildung 82: Chromatogramm und Metabolite der photochemischen Transformation von 2-NT
in einer Pufferldsung bei einem pH-Wert von 9 durch Bestrahlung in der SUNTEST CPS'-
Apparatur
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Die Untersuchungen zur photolytischen Transformation der Mononitrotoluole am
Beispiel des 2-Nitrotoluol zeigten, dass auch hier ein naturliches
Schadstoffminderungspotential vorhanden ist. Wie schon in allen anderen Fallen wird
auch hier die eingesetzte Verbindung in mehrere Verbindungen transformiert, so
dass die Belastung an Schadstoffen in den Gewassern nach der Photolyse

insgesamt trotzdem niedriger ist.

Aus diesem Grund leistet auch die photolytische Transformation der Mononitrotoluole

einen Beitrag zur naturlichen Schadstoffminderung auf dem Standort.
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4.3 ldentifizierung von Metaboliten in Standortwassern

Durch den Einsatz der "*N-/">N-Isotopenmarkierung konnten in den durchgefiihrten
Batchversuchen zur mikrobiellen und photochemischen Transformation von
2,4,6-Trinitrotoluol viele neue Metabolite identifiziert werden, die unter den
verschiedensten Bedingungen gebildet werden. Auch die Versuche zur
photochemischen Transformation ausgewahlter sprengstofftypischer Verbindungen
gaben Aufschluss uber die Transformationswege und die entstehenden
Transformationsprodukte. Nach diesen Erkenntnissen sollten die Metabolite, die in
naturlichen Schadstoffminderungsprozessen am Standort auftreten, identifiziert
werden. Dazu wurden die Proben aus Oberflachenwassern am Standort mittels

HPLC-hochauflosender Massenspektrometrie untersucht.

Abbildung 83 zeigt das Chromatogramm und die Metabolite, die in einer
Wasserprobe der Messstelle D1 mittels hochauflésender Massenspektrometrie
nachgewiesen werden konnten. Wie schon in der HPLC-DAD-Analyse dieser Probe,
konnten auch hier die 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure 1 und die 2-Amino-4,6-
dinitrobenzoesaure 3 identifiziert ~ werden.  Aullerdem konnten die
2,4-Dinitrobenzoesaure 2, die auch bei der Phototransformation von TNT entsteht,
und das 2,4-Dinitrophenol 4, das wiederum aus der Saure 2 entsteht, nachgewiesen
werden. Ebenfalls ist in dieser Wasserprobe die 2,6-Diamino-4-nitrobenzoesaure 5
zu finden. Im Retentionszeitbereich von 33 bis 37 Minuten traten mehrere Peaks mit
der Masse 435,0175 m/z und der Summenformel C14HgNeO11 auf. Demnach wird in
naturlichen Wassern nicht nur das 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-trinitroazoxybenzol
gebildet, das in den durchgefuhrten Batchversuchen immer als Hauptmetabolit
gefunden wurde, sondern noch weitere Strukturisomere (6). Fur die
Dicarboxyazoxyverbindung 7 wurden ebenfalls mehrere Signale mit der Masse
464,9916 m/z und der Summenformel C14HsNgO13 detektiert. Jedoch konnte durch
einen Vergleich der Retentionszeiten festgestellt werden, dass das groflite Signal

dem 2,4'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazoxybenzol zuzuordnen ist.
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Abbildung 83: Chromatogramm und identifizierte Metabolite einer Probe der Messstelle D1 vom
Juni 2007 (Probe angereichert um den Faktor 1000)
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Die in der HPLC-DAD-Analyse nachgewiesenen Verbindungen 1,3,5-TNB 8 (mit
APCI detektiert), 3,5-Dinitroanilin 9, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol 10a,
2-Amino-4,6-dinitrotoluol  10b und 2,4,6-TNT 11 konnten mit der
Massenspektrometrie bestatigt werden. Zusatzlich kdnnen im Retentionszeitbereich
ab 46 Minuten vier weitere Signale zugeordnet werden, die die Masse 405,0435 m/z
und die Summenformel Ci4H1oNeOg besitzen. Hier handelt es sich um die 4
strukturisomeren  Azoxyverbindungen 12, 2,2’,6,6’-Tetranitro-4,4’-azoxytoluol,
4,4’ 6,6’ -Tetranitro-2,2’-azoxytoluol, 2,4’,6,6’-Tetranitro-4,2’-azoxytoluol und 4,2’,6,6'-
Tetranitro-2,4’-azoxytoluol, die bei der mikrobiellen Transformation von 2,4,6-TNT

entstehen.

Auch in einer Probe vom Ablauf des Pfauenteiches konnten mit Hilfe der
hochaufldosenden Massenspektrometrie und den Informationen aus den
vorangegangenen Batchversuchen weitere Metabolite identifiziert werden. Diese sind
in Abbildung 84 mit dem zugehoérigen Chromatogramm dargestellt. Neben den in der
HPLC-Analyse identifizierten Metaboliten 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure 1 und
2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure 3 konnte die 2,4-Dinitrobenzoesaure 2 und das
2,4-Dinitrophenol 5 nachgewiesen werden, die beide Uber photochemische
Transformation aus 2,4,6-TNT und Photoprodukten gebildet werden. Hier konnte
allerdings auch ein Metabolit des mikrobiellen Transformationspfades identifiziert
werden, der schwefelhaltige Metabolit 4. Einer der Hauptmetabolite in allen
Photoversuchen von TNT war das 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5’-trinitroazoxybenzol,
das in dieser Probe auch nachgewiesen werden konnte. Jedoch traten, wie schon in
der Probe der Messstelle D1, ebenfalls mehrere strukturisomere Verbindungen auf,
die alle die Masse 435,0175 m/z und die Summenformel C14HgNsO14 besitzen (6).
Der in der |Literatur viel beschriebene Metabolit im photolytischen
Transformationspfad von 2,4,6-TNT ist der 2,4,6-Trinitrobenzylalkohol 7, der
allerdings in keinem der durchgefuhrten Batchversuche gefunden werden konnte. Im
Gegensatz zur Probe von der Messstelle D1 kann im Pfauenteich nur ein Metabolit
mit der Masse 464,9916 m/z und der Summenformel C14HsNsO+3 detektiert werden.
Durch einen Vergleich der Retentionszeiten steht fest, dass es sich hier um das

2,4'-Dicarboxy-3,3',5,5'-tetranitroazoxybenzol 8 handelt.
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Abbildung 84: Chromatogramm und identifizierte Metabolite einer Probe vom Ablauf des

unteren Pfauenteiches vom Juni 2007 (Probe angereichert um den Faktor 1000)
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Die weiteren Signale sind dem 1,3,5-TNB 9, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol 10a, 2-Amino-
4 6-dinitrotoluol 10b und 2,4,6-TNT 11 zuzuordnen, die auch alle schon mittels

HPLC-DAD-Analyse nachgewiesen werden konnten.

Mit Hilfe der Ergebnisse aus den Batchversuchen zur mikrobiellen und
photochemischen Transformation von 2,4,6-TNT und den Analysen der
Standortwasser kann ein Schema fur einen Transformationspfad aufgestellt werden,
das die fur den Standort maldgeblichen Verbindungen beinhaltet. Dieses Schema ist

in Abbildung 85 dargestellt, die Haupttransformationswege sind hervorgehoben.

2,4,6-TNT wird mikrobiell zu den Aminodinitrotoluolen 4-A-2,6-DNT und 2-A-4,6-DNT
und den vier Tetranitroazoxytoluolen umgesetzt. Diese Metabolite der mikrobiellen
Transformation konnen in den Oberflachengewassern des Standortes nachgewiesen
werden. Photochemisch wird aus 2,4,6-TNT nach Spanggord [59] zunachst der
2,4,6-Trinitrobenzylalkohol gebildet, von dem aus unterschiedliche
Transformationspfade eingeschlagen werden konnen. Der wichtigste Pfad ist die
Bildung der 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure und der 2-Amino-4,6-
dinitrobenzoesaure, die in allen Batchversuchen als Hauptmetabolit identifiziert
werden konnte. Diese Sauren kénnen auch aus den jeweiligen Aminodinitrotoluolen
photolytisch gebildet werden. Die 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure kann dann
entweder durch Abspaltung der Aminogruppe zur 2,4-Dinitrobenzoesaure reagieren,
die durch Decarboxylierung das 2,4-Dinitrophenol bildet. Oder es wird die 2,6-
Diamino-4-nitrobenzoesaure photolytisch gebildet, die analoge 2,4-Diamino-6-
nitrobenzoesaure entsteht aus der 4-A-2,6-DNBS. Ein weiterer wichtiger
Transformationspfad ist die Bildung des 5-Amino-2’,4-dicarboxy-3,3’,5'-
trinitroazoxybenzol, das aus der 2-A-4,6-DNBS und der 2,4,6-Trinitrobezoesaure
gebildet wird, die wiederum Uber den Aldehyd aus dem Benzylalkohol entsteht. Die
2,4,6-TNBS reagiert photochemisch zum 2,4’-Dicarboxy-3,3’,5,5-tetranitroazoxy-
benzol, oder zu 1,3,5-Trinitrobenzol, das auf mikrobiellem Wege sofort zu 3,5-
Dinitroanilin transformiert wird.

Auf diesem Weg kann die Entstehung aller Substanzen nachvollzogen werden, die in
Proben von Oberflachenwassern vom Standort in Clausthal-Zellerfeld nachgewiesen

wurden.
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Abbildung 85: Transformationspfad von 2,4,6-TNT in Oberflachengewassern
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4.4 Bestimmung von Quantenausbeuten fur sprengstofftypische

Verbindungen

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass nitroaromatische
Verbindungen wie Trinitrotoluol, die Dinitrotoluole und auch die Aminodinitrotoluole in
Oberflachenwassern photoinduzierten Transformationen unterliegen. Als MaR fur die
Effizienz von Photoreaktionen wird die sogenannte Quantenausbeute ® heran-
gezogen, die das Verhaltnis zwischen der Anzahl umgesetzter Molekule pro Anzahl

absorbierter Photonen beschreibt (Gleichung 1).

_Anzahl umgesetzter Molekile
Anzahl absorbierter Photonen

Gleichung 1

Im Folgenden sollen die Quantenausbeuten fir die Verbindungen 2,4,6-Trinitrotoluol,
2,6-Dinitrotoluol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol und 4-Amino-2,6-dinitrotoluol aus den
experimentell an der SUNTEST-Apparatur bestimmten Daten berechnet werden.

Da die Quantenausbeute ® abhangig von der Energie des Photons und somit von
der Wellenlange des Lichtes ist, missen bei der Berechnung der Quantenausbeute
alle eingestrahlten Wellenlangen des Lampenspektrums berlcksichtigt werden. Zur
Vereinfachung der Berechnung wird mit einem chemischen Aktinometer gearbeitet,
dessen Quantenausbeute bekannt ist. Dieses chemische Aktinometer wird neben
den zu bestimmenden Substanzen bestrahlt und Uber die Abbaurate kann die
Abbaukinetik bestimmt werden. Gleichung 2 zeigt die Berechnungsgrundlage fur die
Quantenausbeute ® unter Verwendung eines chemischen Aktinometers. Neben den
Abbaukinetiken mussen ebenfalls die Extinktionen des chemischen Aktinometers und

der Substanz experimentell bestimmt werden.

800

] z gl(Aktinometer) I 04(Xenon)

kd (Substanz) 205

800

Z ‘C"ﬂ(Subs tan z) I 04(Xenon)
295

D Substanz — O Aktinometer K
d (Aktinometer)

Gleichung 2
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Voraussetzung fur die Berechnung ist eine Geschwindigkeitskonstante kq erster
Ordnung fur die direkte Photolyse. Abbildung 86 zeigt die experimentell ermittelten
Abbaukinetiken fir TNT, 2,6-DNT, 2-A-4,6-DNT und 4-A-2,6-DNT. Die Kinetiken der
Aminodinitrotoluole folgen wie erwartet einem linearen Verlauf. Das ist bei 2,6-DNT
und 2,4,6-TNT leider nicht der Fall, hier spielen zusatzlich Effekte der indirekten

Photolyse mit ein.

2-A-4,6-DNT
e k,=1,28E-04
-
5 ~
e [
o) T~
2 2,6-DNT
- k,=1,52E-04
2,4,6-TNT
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Abbildung 86: Im Laborversuch bestimmte Abbaukinetiken fur 2,4,6-TNT, 2,6-DNT, 2-A-4,6-DNT
und 4-A-2,6-DNT

Die Berechnung der Quantenausbeuten Uber Gleichung 2 ist somit fur die Stoffe
2,4,6-Trinitrotoluol und 2,6-Dinitrotoluol eigentlich nicht richtig, jedoch kann trotzdem
eine Abschatzung der GroRenordnung erhalten werden. In Tabelle 6 sind die

berechneten Quantenausbeuten aufgefthrt.

Tabelle 6: Berechnete Quantenausbeuten

Substanz Quantenausbeute ®
2,4,6-TNT 3,16 E-03
2,6-DNT 3,88 E-04
4-A-2,6-DNT 5,75 E-05
2-A-4,6-DNT 2,21 E-05
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FUir die Beurteilung der photochemischen Transformation als natirlichen
Selbstreinigungsprozess in Oberflachenwassern ist es wichtig, die Halbwertszeiten
der einzelnen Substanzen in der Natur zu kennen.

Aus den erhaltenen Quantenausbeuten kénnen unter Berlcksichtigung der Daten
Uber die Sonneneinstrahlung fir Mitteleuropa die Halbwertszeiten fur die Substanzen
in natlrlichen Gewassern simuliert werden. Tabelle 7 zeigt die mit dem
Computerprogramm ABIWAS [108] berechneten Halbwertszeiten fur 2,4,6-
Trinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol und 2-Amino-4,6-dinitrotoluol
fir Konzentrationen von jeweils 5 mg/L. Der Ubersicht halber sind hier nur die
mittleren Halbwertszeiten angegeben, die Daten fur die minimalen und maximalen

Halbwertszeiten sind in Anhang 5 aufgelistet.

Tabelle 7: mit ABIWAS berechnete Halbwertszeiten fir 2,4,6-TNT, 2,6-DNT, 4-A-2,6-DNT und
2-A-4,6-DNT in der Umwelt

2,4,6-TNT 2,6-DNT 4-A-2,6-DNT 2-A-4,6-DNT
(22,01 ymol/L) | (27,47 ymol/L) | (25,36 pmol/L) | (25,36 pmol/L)

Januar 25.2d 79.8d 101d 1.69y
Februar 11.3d 35.1d 47.9d 290 d
Marz 5.35d 16.4 d 243d 147 d
April 3.04d 9.15d 14.4 d 86.9 d
Mai 2.34d 6.98 d 11.3d 68.5 d
Juni 2.07d 6.12d 10.1d 60.9d
Juli 2.34d 6.9d 11.3d 68.4 d
August 2.45d 7.27d 11.7d 70.5d
September 4.32d 129d 20.1d 121d
Oktober 8.4d 255d 36.7 d 223 d
November 20.8d 64.9d 84.3d 141y
Dezember 40.9d 130d 160 d 268y

Die erhaltenen Daten fur die Halbwertszeiten in natirlichen Gewassern unterstitzen
die Beobachtungen in der Schadstoffbelastung des Pfauenteiches. Trinitrotoluol wird
im  Monat Juni mit einer Halbwertszeit von 2,07 Tagen transformiert,
dementsprechend  kdénnen am  Ablauf des  Pfauenteiches nur die

Transformationsprodukte  nachgewiesen werden. Die Halbwertszeiten flr
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2,6-Dinitrotoluol und 4-Amino2,6-dinitrotoluol liegen mit 6 bzw. 10 Tagen im Juni
deutlich unter der Halbwertszeit von 60 Tagen fur 2-A-4,6-DNT. Diese lange
Halbwertszeit fallt jedoch nicht ins Gewicht, da die Menge an mikrobiell gebildetem 2-
A-4,6-DNT deutlich geringer ist als die des 4-A-2,6-DNT. Im Dezember liegt die
Halbwertszeit fur TNT bei 40 Tagen, daher kann dieses in den Wintermonaten auch
am Ablauf des Teiches nachgewiesen werden. Wahrend 2,6-Dinitrotoluol mit einer
Halbwertzeit von 130 Tagen und 4-Amino-2,6-dinitrotoluol innerhalb von 160 Tagen
transformiert wird, dauert es bei 2-Amino-4,6-dinitrotoluol im Dezember 2,68 Jahre,

bis 50 % umgesetzt sind.
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5 Zusammenfassung

In den durchgefuhrten Laborversuchen und Simulationsversuchen im Reaktorsystem
konnten die mikrobiellen und photolytischen Transformationswege von einigen
sprengstofftypischen Verbindungen aufgeklart werden. Vor allem die Versuche mit
"N-/"°N-markierten Substanzen lieferten wichtige Informationen zur Struktur-
aufklarung vieler bislang unbekannter Azo- und Azoxyverbindungen. Aufgrund der
erhaltenen Informationen zu den entstehenden Metaboliten auf den verschiedenen
Transformationswegen konnte das Auftreten aller in den Standortwassern
vorhandenen Verbindungen geklart werden. Zudem konnten aus den durchgefuhrten
Laborversuchen die Parameter erhalten werden, die flr eine Betrachtung des

naturlichen Selbstreinigungspotentials auf dem Standort entscheidend sind.

Die Untersuchungen von Wasserproben des Standortes Clausthal-Zellerfeld zeigten,
dass die Schadstoffbelastung hauptsachlich von 2,4,6-Trinitrotoluol,
1,3,5-Trinitrobenzol, den Aminodinitrotoluolen, den Aminodinitrobenzoesauren und
der 2,4,6-Trinitrobenzoesaure ausgeht. Alle weiteren Verbindungen sind aufgrund
der geringen Konzentrationen flr eine Betrachtung der Toxizitat der
Oberflachenwasser zu vernachlassigen. Es zeigte sich aullerdem, dass in den
Sommermonaten ein ganz anderes Schadstoffspektrum vorhanden ist, als in den
Wintermonaten. Zudem kdnnen an den Abldufen der Pfauenteiche, die im
Einzugsgebiet der Harz-Wasserwerke liegen, nur noch sehr viel geringere
Schadstoffkonzentrationen festgestellt werden, als an den Zuldufen. Naturlich
besteht hier auch ein gewisser Verdunnungseffekt, da die Pfauenteiche noch weitere
Zuflisse besitzen. Jedoch lasst sich durch diesen nicht das veranderte
Schadstoffspektrum erklaren. Dies bestatigt die Annahme, dass auf dem Standort

naturliche Schadstoffminderungsprozesse ablaufen.

Durch die Laborversuche zur mikrobiellen Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol und
1,3,5-Trinitrobenzol in Oberflachenwasser konnte gezeigt werden, dass hier ein
naturliches Schadstoffminderungspotential vorhanden ist. Far 1,3,5-Trinitrobenzol ist

die mikrobielle Transformation sogar ein sehr schnelles und einfaches Verfahren.
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Dies ist fur die Betrachtung der Toxizitdt entscheidend, da das hochgradig
Okotoxische Trinitrobenzol innerhalb weniger Tage im Sommer bzw. Wochen in den
Wintermonaten, in weniger toxische Transformationsprodukte wie das 3,5-
Dinitroanilin und das 3,3’,5,5’-Tetranitroazoxybenzol umgewandelt wird.

Die mikrobielle Transformation von 2,4,6-Trinitrotoluol dauert hingegen deutlich
langer als flr 1,3,5-Trinitrobenzol. Hier entstehen als Hauptmetabolite die beiden
Aminodinitrotoluole 2-A-4,6-dinitrotoluol und 4-A-2,6-dinitrotoluol. Da diese auch in
hohen Konzentrationen in den Oberflachengewassern des Standortes gefunden
werden konnten, kann davon ausgegangen werden, dass die mikrobielle
Transformation auf dem Standort eine grofl3e Rolle spielt. Zudem wird auch im Falle

des 2,4,6-TNT die Toxizitat durch mikrobielle Transformation erheblich gesenkt.

Viel wichtiger als die mikrobielle Transformation sind die photolytischen
Transformationsprozesse fur 2,4,6-Trinitrotoluol in den Pfauenteichen. Durch die
Sonneneinstrahlung auf die Pfauenteiche und den natirlichen Huminstoffgehalt
dieser Gewasser wird die eingetragene Menge an 2,4,6-Trinitrotoluol zumindest in
den Sommermonaten vollstandig transformiert. An den Auslaufen kdnnen dann nur
noch die Transformationsprodukte 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure, 5-Amino-2’,4-
dicarboxy-3,3’,5’-trinitroazoxybenzol, 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure und
2,4,6-Trinitrobenzoesaure nachgewiesen werden. In den Laborversuchen konnte
gezeigt werden, dass nur ca. 20 % der eingesetzten Menge an Trinitrotoluol zu dem
Haupttransformationsprodukt 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure reagiert. Die restlichen
80 % verteilen sich jeweils auf viele weitere Produkte, die fir eine
Toxizitatsbetrachtung jedoch nur eine sehr geringe Rolle aufgrund der niedrigen
Konzentrationen spielen. Demzufolge ist das naturliche
Schadstoffminderungspotential durch photolytische Transformationsprozesse als
sehr hoch einzuschatzen, vor allem bei Betrachtung der berechneten

Halbwertszeiten von wenigen Tagen in der Umwelt.

Durch die Laborversuche zu photolytischen Transformationsprozessen weiterer
sprengstofftypischer Verbindungen konnte gezeigt werden, dass diese, mit
Ausnahme des 1,3,5-Trinitrobenzol, ebenfalls transformiert werden. Vor allem die

photolytischen Transformationen der Aminodinitrotoluole sind fur die Beurteilung des
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Zusammenfassung

Selbstreinigungspotentials von Bedeutung, da sie in hohen Konzentrationen in den
Oberflachengewassern nachgewiesen werden koénnen. Allerdings konnte durch die
Bestimmung der Quantenausbeuten und die Berechnung der Halbwertszeiten in der
Umwelt herausgefunden werden, dass diese deutlich langsamer transformiert
werden als Trinitrotoluol. Jedoch konnten in den Proben, die in Sommermonaten
entnommen wurden, die Aminodinitrotoluole nicht nachgewiesen werden, weshalb

davon ausgegangen wird, dass diese ebenfalls vollstandig transformiert werden.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass auf dem Standort ,Werk Tanne® in
Clausthal-Zellerfeld ein hohes natlrliches Schadstoffminderungspotential vorhanden
ist. Auf dem Standort konnen zwar hohe Konzentrationen an sprengstofftypischen
Verbindungen nachgewiesen werden, die jedoch beim Durchlaufen der Pfauenteiche
durch mikrobielle und vor allem photolytische Transformationsprozesse sehr schnell

transformiert werden.

Jedoch muss hier auch negativ festgestellt werden, dass nach Uber 60 Jahren der
Beendigung der Produktion immer noch solche hohen Konzentrationen an
sprengstofftypischen Verbindungen nachgewiesen werden kénnen. Wirde das 2,4,6-
TNT in der Umwelt fein verteilt vorliegen, kdnnten heutzutage wahrscheinlich keine
Kontaminationen mehr festgestellt werden. Allerdings besteht das Problem, dass auf
dem Standort die Belastung an 2,4,6-TNT von relativ gro3en Stuckchen ausgeht.
Diese werden aufgrund der schlechten Ldslichkeit immer wieder nur angelést und
bewirken einen kleinen aber kontinuierlichen Austrag in den Bodenkorper oder das
Oberflachenwasser. Daher sollten die am hochsten belasteten Bereiche zunachst mit
herkdbmmlichen Sanierungsmethoden dekontaminiert werden, um einen geringeren
Schadstoffaustrag in die Umwelt zu erreichen. Anschlielend kdnnen die natlrlichen
Schadstoffminderungsprozesse, vor allem die photolytische Transformation, fir den

Standort von gro3em Nutzen sein.
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6.5 Anhang 5: Halbwertszeiten in naturlichen Gewassern

2,4,6-TNT

Konzentration: 22,01 ymol/L

Monat min. Halbwertszeit Halbwertszeit max. Halbwertszeit
Januar 12.0d 25.2d 115d
Februar 5.37d 11.3d 49.0d
Marz 2.82d 5.35d 22.3d
April 1.69d 3.04d 12.2d
Mai 1.46 d 2.34d 9.35d
Juni 1.38d 2.07d 8.27d
Juli 1.56 d 2.34d 7.79d
August 1.64d 245d 8.18d
September 2.54d 4.32d 16.0d
Oktober 4.42d 8.4d 38.2d
November 9.03d 20.8d 104 d
Dezember 18.6 d 40.9d 205d

2,6-DNT
Konzentration: 27,47 umol/L

Monat min. Halbwertszeit Halbwertszeit max. Halbwertszeit
Januar 38.0d 79.8d 363d
Februar 16.7d 35.1d 153 d
Marz 8.62d 16.4 d 68.3d
April 5.09d 9.15d 36.6d
Mai 4.36d 6.98 d 27.9d
Juni 4.08d 6.12d 245d
Juli 46d 6.9d 23.0d
August 4.85d 7.27d 24.2d
September 76d 12.9d 47.8d
Oktober 13.4d 255d 116 d
November 28.2d 64.9d 324 d
Dezember 59.2d 130d 651d
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4-A-2,6-DNT

Konzentration: 25,36 umol/L

Monat min. Halbwertszeit Halbwertszeit max. Halbwertszeit
Januar 48.1d 101d 459 d
Februar 22.8d 47.9d 208 d
Marz 12.8d 24.3d 101d
April 8.0d 14.4d 57.6d
Mai 7.09d 11.3d 454d
Juni 6.73d 10.1d 40.4d
Juli 7.56d 11.3d 37.8d
August 7.78d 11.7d 38.9d
September 11.8d 201d 74.3d
Oktober 19.3d 36.7 d 167 d
November 36.7d 84.3d 422 d
Dezember 72.5d 160d 798 d

2-A-4,6-DNT
Konzentration: 25,36 umol/L

Monat min. Halbwertszeit Halbwertszeit max. Halbwertszeit
Januar 0.804 y 1.69y 7.68y
Februar 138d 290 d 1260 d
Marz 77.3d 147 d 612d
April 48.3d 86.9d 348 d
Mai 42.8d 68.5d 274 d
Juni 40.6d 60.9d 244 d
Juli 456 d 68.4 d 228 d
August 47.0d 70.5d 235d
September 71.4d 121d 449d
Oktober 117d 223 d 1010d
November 0.613y 141y 7.05y
Dezember 122y 2.68y 134y
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6.6 Anhang 6 : Verwendete Chemikalien

Chemikalien Herkunft
Acetonitril Promochem
Ameisensaure Sigma Aldrich
Ammoniumformiat Sigma Aldrich
Huminsaure Sigma Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma Aldrich
Methanol Promochem
Natriumazid Fluka
para-Nitroanisol Sigma Aldrich
Phosphorsaure Sigma Aldrich
Pyridin Sigma Aldrich
Puffer-Konzentrat pH 4 (Citrat/Salzsaure) Merck
Puffer-Konzentrat pH 5 (Citrat/Natronlauge) Merck
Puffer-Konzentrat pH 6 (Citrat/Natronlauge) Merck
Puffer-Konzentrat pH 7 (Phosphat) Merck
Puffer-Konzentrat pH 9 (Borsaure/Kaliumchlorid/Natronlauge) | Merck

Die in den Batchversuchen verwendeten natiirlichen Oberflachenwasser wurden am

Standort Clausthal-Zellerfeld am Ablauf des Unteren Pfauenteiches entnommen.

Sedimentproben fur die Simulationsversuche in Mikroreaktoren wurden aus dem
Mittleren Pfauenteich entnommen. Das verwendete Wasser in diesen Versuchen

stammt direkt aus dem Unteren Pfauenteich.

Alle Wasserproben fur die Analysen der Standortwasser wurden entweder ebenfalls
am Ablauf des Unteren Pfauenteiches genommen sowie an der Durchflussmessstelle

D1 auf dem Werksgelande.
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Standards Herkunft
2,4-Diaminotoluol, 2,4-Dinitrobenzoesaure, 2,4-Dinitrobenzylalkohol, 2,4-
Dinitrotoluol, 2,6-Diaminotoluol, 2-Amino-4-nitrobenzoesaure, 2-Amino-4-
nitrotoluol, 2-Hydroxy-4-nitrobenzoesaure, 2-Methyl-5-nitroanilin, 3,4- Aldrich
Dinitrotoluol, 3,5-Dinitroanilin, 3-Nitrobenzoesaure, 4-Amino-2-nitrotoluol,
4-Hydroxy-2-nitrotoluol, 4-Methyl-3-nitroanilin, 4-Methylanilin, 4-
Nitrobenzoesaure, 4-Nitrobenzylalkohol, 6-Hydroxy-2-nitrotoluol
Dr. Theo
2,4-Dinitrophenol Schuchardt GmbH
+Co
1,3-Dinitrobenzol, 2,4,6-Trinitrotoluol, 2-Amino-6-nitrotoluol, 2-
Methylanilin, 2-Nitrobenzaldehyd, 2-Nitrobenzoesaure, 2- Fluka

Nitrobenzylalkohol, 2-Nitrotoluol, 3-Methylanilin, 3-Nitrophenol, 4-
Nitrophenol, Nitrobenzol, Pikrinsaure (2,4,6-Trinitrophenol)

3-Methyl-4-nitrophenol

Janssen Chimica

3-Nitroanilin

Merck

1,3,5-Trinitrobenzol

Promochem

2,6-Dinitrotoluol, 2-Methyl-3-nitroanilin

Riedel-de Haén

1,3,5-Trinitrobenzol (15N-markiert), 2,4,6-Trinitrobenzaldehyd, 2,4,6-
Trinitrobenzoesaure, 2,4,6-Trinitrobenzylalkohol, 2,4,6-Trinitrotoluol (15N-
markiert), 2,4-Diamino-6-nitrobenzoesaure, 2,6-Diamino-4-
nitrobenzoesaure, 2,6-Dinitro-4-hydroxytoluol, 2,6-Dinitrobenzylalkohol, 2-
Amino-4,6-dinitrobenzaldehyd, 2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure, 2-Amino-
4,6-dinitrobenzylalkohol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 2-Amino-6-
nitrobenzoesaure, 4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure, 4-Amino-2,6-
dinitrobenzylalkohol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol, 4-Amino-2-
nitrobenzoesaure, 4-Hydroxylamino-2,6-dinitrotoluol, 5-Amino-2’,4-

dicarboxy-3,3’,5-trinitroazoxybenzol, Iso-Pikraminsaure

selbst synthetisiert
in der
Arbeitsgruppe von
Dr. K. Steinbach

2-Aminobenzoesaure, 4-Aminobenzoesaure

Sigma

2,4,6-Triaminotoluol, 2,4-Diamino-6-nitrotoluol, 2,6-Diamino-4-nitrotoluol,

2,6-Dinitrobenzoesaure, 2-Hydroxy-4,6-dinitrobenzoesaure, 2-Hydroxy-6-

nitrobenzoesaure, 2-Hydroxylamino-4,6-dinitrotoluol, 3,5-Dinitrophenol, 4-
Amino-2,6-dinitrobenzaldehyd, 4-Hydroxy-2,6-dinitrobenzoesaure, 4-

Hydroxy-2-nitrobenzoesaure, Pikraminsaure

Ubernommen aus
dem Bestand der
Arbeitsgruppe
Stork
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6.7 Anhang 7: Verwendete Gerate

Die HPLC-Analysen wurden an einer Anlage durchgeflhrt, die mit dem Autosampler
ASI-100 (Dionex), der Pumpe P 580 A HPG, dem Saulenofen STH 585, dem
Degaser DG-2410 und dem Dioden Array Detektor UVD340S (alle Gynkotek)
ausgestattet ist. Die Steuerung und Auswertung wurde mit Hilfe der Software

Chromeleon der Firma Dionex durchgefiihrt.

Fir die hochauflosende Massenspektrometrie wurde an einem Finnigan LTQ-FT der
Firma Thermo Fischer Scientific gearbeitet. Das LTQ-FT kombiniert eine lineare
lonenfalle (LTQ) und eine ,Fourier Transform lon Cyclotron Resonance® (FT-ICR)-
Einheit, die auf einem supraleitenden Magneten basiert. Fur die HPLC-MS-Analyse

ist dieses Gerat mit einer Agilent 1100 HPLC gekoppelt.

Die Bestrahlunsexperimente in Schmallenberg wurden an einer SUNTEST CPS’-

Apparatur der Firma Atlas durchgefuhrt.
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Abklrzungsverzeichnis

8 Abklrzungsverzeichnis

1,3,5-TNB
2,3,4-TNT
2,3,6-TNT
2,4,5-TNT
2,4,6-TAT

2,4,6-TNBAIldehyd

2,4,6-TNBAlkohol
2,4,6-TNBOH
2,4,6-TNBS
2,4,6-TNT
2,4-DA-6-NT
2,4-DNBS
2,4-DNT
2,6-DA-4-NT
2-A-4,6-DNBS
2-A-4,6-DNT
2-A-4-NT
2-HA-4,6-DNBS
2-HA-4,6-DNT
2-OH-4,6-DNBS
3,5-DNA
3,5-DNP
4-A-2,6-DNBS
4-A-2,6-DNT
4-HA-2,6-DNT
ADNT

AOP

APCI

AU
ESI
mu

mmu
STV

1,3,5-Trinitrobenzol
2,3,4-Trinitrotoluol
2,3,6-Trinitrotoluol
2,4,5-Trinitrotoluol
2,4,6-Triaminotoluol
2,4,6-Trinitrobenzaldehyd
2,4,6-Trinitrobenzylalkohol
2,4,6-Trinitrobenzylalkohol
2,4,6-Trinitrobenzoesaure
2,4,6-Trinitrotoluol
2,4-Diamino-6-nitrotoluol
2,4-Dinitrobenzoesaure
2,4-Dinitrotoluol
2,6-Diamino-4-nitrotoluol
2-Amino-4,6-dinitrobenzoesaure
2-Amino-4,6-dinitrotoluol
2-Amino-4-nitrotoluol
2-Hydroxy-4,6-dinitrobenzoesaure
2-Hydroxylamino-4,6-dinitrotoluol
2-Hydroxy-4,6-dinitrobenzoesaure
3,5-Dinitroanilin

3,5-Dinitrophenol
4-Amino-2,6-dinitrobenzoesaure
4-Amino-2,6-dinitrotoluol
4-Hydroxylamino-2,6-dinitrotoluol
Aminodinitrotoluol

advanced oxidation process

atmospheric pressure chemical ionization (chemische lonisation

bei Atmospharendruck)

arbitrary unit (willktrliche Einheit)
Elektrospray lonisation

mass unit (Massen Einheit)

milli mass unit

sprengstofftypische Verbindung
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