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LIt is difficult for a modern scientist to conveyyghing
of the spirit of excitement of research throughapgr

in a journal, since editors of these journals

necessarily require nothing but the bare boneseoatgument.”
1

R. J. Magee in: Selected Readings in Chromatogrfidhyee]

Verzeichnis der verwendeten Abk.
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High Performance Liquid Chromatography

lonenchromatographie
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Massenspektrometer
Mittelwert
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Polymerase Chain Reaction
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Selected lon Monitoring Mode
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separates Verzeichnis mit Sekundarliteratur aus ldéennet. Bei Interesse wenden Sie sich bitte em Autor
jan.priegnitz@uos.de
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1 Problemstellung

Trinkwasser ist eine knapper werdende Ressourdelgén von Desertifikation in den

Subtropen und forciert durch den zunehmenden Bewatigsdruck wird vermehrt auf
Ressourcen zurtickgegriffen, die fur eine Trinkwasssorgung kaum geeignet sind. Haufig
stellen fakale Abwasser ein Problem dar. So komsitjegles Jahr zu rund 4 Mrd.
Durchfallerkrankungen, dabei sterben 2,5 Mio. Méesc [EAWAG]. Nach Angaben der

[WHO] werden jahrlich 250 Mio. Erkrankungen geme|dsie spricht sogar von 10 Mio.

Toten, die Halfte sind Kinder unter 5 Jahren (siekkursion nach Malawi in Kapité).

In der EU-Wasserrahmen-[Richtlinie] heifl3t es:
~Wasser ist keine Uibliche Handelsware, sonderreeirbtes Gut,
das geschiitzt, verteidigt und entsprechend behandeden muss.”

Wenn eine Kontamination vermindert werden soll, snaserst der Status quo gemessen
werden.

Bei der Identifizierung einer Kontamination in Umimeedien ist auch die Klarung des

Ursprungs wichtig. Nur so kénnen wirkungsvoll Gegaftnahmen eingeleitet werden. Diese
Gegenmalinahmen sind meist effektiver, wenn sie asprung angreifen, anstatt bei der
gro3raumigen Verteilung in verschiedenen Umweltimedi

In dieser Arbeit geht es um die Quantifizierungeeifontamination von Wasserkorpern mit
fakalen Abwassern anthropogenen Ursprungs anhariofieinkonzentration.

An einen Marker werden allgemein folgende Ansprigestellt: Fir eine bestimmte
Belastung sollte er eindeutig deren Ursprung agéei und eine Quantifizierung
ermdglichen.

Ob ein Marker auch persistent sein soll, hangt den Fragestellung ab. Soll nur eine
Kontamination aus der naheren Vergangenheit edinitegrden, sollte er es nicht sein.

Bisher wurden fur fakale Abwasser vor allem balkiézi Indikatoren wieEscherichia coli

herangezogen. Diese haben den Nachteil, dass sie

— wenig spezifisch fur eine Belastung sind (so kénasennicht zwischen tierischen und
menschlichen Faeces unterscheiden),

— im aufnehmenden Gewasser eine relativ kurze Lelaeresdhaben und somit wenig
konservativ sind (falls dies gewlnscht wird) und

- einige Zeit brauchen, um auf Anderungen der Kontation zu reagieren.

Neuere Techniken wie PCR kdnnten diese Zeit vegkyrgind aber noch nicht robust genug.

Ferner wurden die Bakterien auch in Gewdassern maglkgen, die kaum vom Menschen

beeinflusst waren. Zudem ist der bakterielle Ta#twandig, da die Kolonie bildenden

Einheiten erst nach 18-24 Stunden ausgezahlt wed@amen [Ogunseitan).

Nun hat Koffein am meisten Aufmerksamkeit auf giezogen [Glassmeyer et al.].

Es zahlt zu den am haufigsten nachgewiesenen Suabstan Wasserproben. Bei [Barber et
al. 2] war es die haufigste von 22 Substanzen[Kapin et al.] die vierthaufigste von 95
Substanzen.

Koffein gehorte zu einer relativ kleinen Gruppe \@ubstanzen, die sich durchgangig in den
gereinigten Abwéssern von Klaranlagen feststelesdn. So lagen in den Effluents der drei
grofdten schwedischen Klaranlagen nur 25 von 13%rsithten Substanzen stets in
Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze wor, Effluent der Goteborger
Klaranlage nur 5 von 117 - Koffein war aber jedes kit dabei (aus: [Prosch et al.]).
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[Barber et al. 1] konnten es sogar an der am weitestromaufwarts gelegenen Stelle ihres
Untersuchungsgebietes (nur 10 km hinter mehreresll@u Odland in 2722 m Hohe) mit 11
ng/l messen.

Eine umfangreiche Liste mit vorgefundenen Koffeinkentrationen in verschiedenen
Wasserkdrpern wurde von [Buerge et al. 1] zusamesedit.

[Buerge et al. 2] stellten im Jahr 2006 Koffein 8Marker vor, um zuverlassig den Anteil
ungeklarter fakaler Abwéasser anthropogenen Ursgrung bestimmen. Diese Abwasser
stammen in den Industrielandern vor allem aus sierh auftretenden Uberlaufen von
Ruckhaltebecken, die an einer Mischwasserkanalisétingen.

Zur Bestimmung des volumetrischen Abwasserantegal(ob geklart oder nicht) ist Koffein
nur brauchbar, wenn die Elimination gleich bleibestl Hier sind persistentere Marker
geeigneter (z.B. Bor).

In dieser Arbeit werden raumliche und zeitliche Kentrationséanderungen in der Hase bei
Osnabrick untersucht. Die zeitlichen Konzentratiolerungen werden dabei

— kurzfristig (innerhalb 2,5 Stunden, Kapi@P),

— mittelfristig (innerhalb 12 Tagen, Kapitél3) und

— langfristig (innerhalb 8 Wochen, Kapit@ll)
betrachtet.
Die Konzentrationen im Effluent der Klaranlage Gsiigk konnten nicht gemessen, aber
berechnet werden.

Koffein selbst stellt fir die meisten Gewasser &eschwerwiegende Belastung dar. Darauf
wird in Kapitel 2.6 eingegangen.

(Urspriinglich war das zu bearbeitende Thema dielyfikavon Ostrogenen. Von der

Wirkungsseite waren sie spannender als Koffein gewge es gibt viele Hinweise auf
hormonelle Stérungen in der aquatischen FaunademnLiteratur wurden aber Hinweise
gefunden, dass Estriol und Ethinylestradiol bei Hehen Temperaturen im GC nicht stabil
sind, letzteres konnte auch nicht nachgewiesen emerdBisher verdffentlichte

Konzentrationen sollen auf einer Coelution von logerinsaure beruhen [Zorn].)

2 Sichtung bisheriger Arbeiten

Zuerst soll kurz auf die Geschichte des Konsumvtghs koffeinhaltiger Nahrungsmittel
eingegangen werden, von denen Kaffee das Wichtigtestellt. Dann werden die
verschiedenen Koffeingehalte auf dem Weg vom Verditar zum Gewasser behandelt, und
Grinde, warum diese stetig abnehmen. Der letztehhig befasst sich mit der Wirkung auf
die aquatische Fauna. Nebenbei werden einige Sutpsteameter fur Koffein vorgestellt.

2.1 Geschichtliches und Aktuelles zum Konsumverhalten

Die Brauchbarkeit eines Markers hangt auch voneseikontinuierlichen Gebrauch ab. Der
Blick in die Vergangenheit zeigt, dass eine Geecbdft, die einmal koffeinhaltigen
Lebensmitteln exponiert wurde, diesen auch nichtrmeatsagt, sie sind also mehr als eine
Modeerscheinung. Versuche der Prohibition schenerElr die kostengtinstige Beschaffung
von Kaffee wurde sogar das eigene Leben aufs §psatzt. Dies wird mit Beispielen belegt.
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Bei der Markteinfuhrung von Kaffee in Europ  _ .
Anfang des 17. Jahrhunderts kam es zu ei it
Polarisierung der Gesellschaft: Frauen in Engle R’E‘ 0 M E N 1S

wetterten gegen die austrocknende Wirkung ni n
Kaffeekonsum (s. Abb.1). Diese ‘[Women’ Pb{JﬁEJON

petition] against coffee’ wurde umgehend von d n
Méannern beantwortet [Men’s Answer]. Charles CO F E" E E.

sorgte sich um die Gefolgschaft seines Volkes, REPRESENTING

ihm aber gerade mit seiner [Proclamation] z PUBLICK Cﬂhﬁ

Unterdriickung von Kaffeehausern verweige _ RLDER ATION

wurde. Die von Johann Sebastian Bach verto  GrasdlxcoxvEriescies accruing

Kaffeekantate [BWV 211] setzt sich humorvoll m "’L‘IE}"“'ESE':{ from the Excefsive

den damaligen Konsumgewohnheiten auseinan e Tog, Kreling

! JeEW! IQ U OR.

Mehr Kaffeeklatsch ist bei [Sims] nachzulesen. Prefented to the Right Honorable the
Keepers of the Liberty of VENUS.

Abbildung 1: Titelblatt der [Women’s petition] against By aWellwillr ——

—

coffee’ von 1674 Londen, Printed 1674,

Nach dem Il. Weltkrieg war die Kaffeesteuer in Wesitschland mit 10 DM/kg betrachtlich.
In den Jahren 1945-1953 setzte ein Kaffeeschmugigelbei der die Schmuggler sogar
Panzer einsetzten. An der Aachener Kaffeefront el Schmuggler und Zdélliner getotet.
Mit der Senkung der Kaffeesteuer auf 3 DM/kg wuddEssem Treiben ein Ende gesetzt.

Aktuelle Verbrauchsdaten

Die Gesamternte an Rohkaffee betrug 2004/2005 INIRy3Sack a 60 kg, davon waren 84,1
Mio. Sack exportfahig und wurden fur 8,9 Mrd. US«¥kauft. Kaffee stellt nach Erd6l den
Rohstoff mit dem hdchsten finanziellen Umsatz dar!

9,042 Mio. Sack a 60 kg gelangten nach Deutschldadei kommt der meiste Kaffee aus
Brasilien, Vietnam, Kolumbien und Indonesien (2028;32 %, 16,99 %, 9,65 % bzw. 9,37
%). Der durchschnittliche Pro-Kopf-Verbrauch lagd2(ei 6,4 kg/a, aufgeldst in 151 Liter
Wasser. Ende der 80er lag das Maximum des Pro-Kedérauches (7,9 kg/a).
Entkoffeinierter Kaffee hatte 2005 einen Marktalnten 9 % am Rdstkaffee.

Der hochste Pro-Kopf-Verbrauch liegt in Finnlana wat 11,94 kg/a, relativ niedrig ist er in
GrofR3britannien mit 2,4 kg/a (dafir umso mehr Tg&ffeeverband]

Diese regionalen Unterschiede und Verbrauchsschuveygdn missen fur die Modellierung
registriert werden.

1820 wurde Koffein erstmalig vom Chemiker Friedlieerdinand Runge isoliert [Flassig].
Die Dichte betragt 1,23 g/cm3 bei 19 °C [Chemical].

Koffein wurde die CAS-Nr. 58-08-2 zugewiesen unthlz&eute zu den High Production
Volume Chemicals (meist als Abfall aus der Entkinierung?®) auf der U.S.A. EPA-Liste.

Neuerdings findet sich Koffein auch in RezepturénKosmetika (z.B. Fa. Shiseido, Fa. Dr.
Kurt Wolff).

2 Die Uiberschiissigen Abfalle kdnnen zu einem erbleéli Eintrag in die Umwelt fithren.
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2.2 Vorkommen in Lebensmitteln

In Tabelle 1 sind die Koffeingehalte gangiger Geltgiaufgelistet.

Tabelle 1: Koffeingehalte einiger Getranke [Arztebhtt]

Einheit/ ml  mg / Einheit ma/l
Kaffee ° 140 67-112 450-800
Espresso 50 50-60 1000-1200
Schwarzer Tee 140 20-50 160-400
Kakao 150 2-6 10-32
Cola-Getrank 200 30-40 65-250
Energydrinks - - 5-1200

Koffein in Tee wird oft als Teein bezeichnet. Lassn einen Tee langer ziehen, I6sen sich
auch vermehrt Polyphenole, die am Koffein binded sm dessen Resorption verzdgern.

Im weltweiten Durchschnitt werden von einem Mensctéglich 70 mg Koffein konsumiert,
in einigen Landern aber auch 400 mg [Prosch et Rilif Deutschland kann eine ahnliche
Aufnahme wie in der Schweiz von 300 mg/d angenomweenden [Buerge et al. 1].

Negative Auswirkungen auf das Befinden
Der orale LI}, fur eine Ratte wird mit 381 mg/kg KG angegeben. Mi&nschen liegt die
akute letale Dosis bei ungefahr 10 g Koffein (entsp etwa 100 Tassen Kaffee ) [Julien].

2.3 Metabolisierung im menschlichen Korper

Nach Ingestion verteilt sich Koffein in alle Kérgempartimente, es kann die Blut-Hirn-
Schranke passieren und gelangt auch in die Plaz&aa Verteilungsvolumen wird fir
Erwachsene mit 0,4-0,6 I/lkg KG und fir Neugeboreme0,78 - 0,92 I/lkg KG angegeben
[PharmGKB]. Dies legt eine gleichmaliige Verteilumggesamten Korperwasser nahe.

Bei Erwachsenen werden vom 1,3,7-Trimethylxantfimv{alname Koffein)

— etwa 80 % zu 1,7-Dimethylxanthin (Trivialname Panatkin),

- etwa 10 % zu 3,7-Dimethylxanthin (Trivialname Thewhin) und

- etwa 4 % zu 1,3-Dimethylxanthin (Trivialname Thewitih) abgebaut,
diese wiederum zu Monomethylxanthinen [PharmGKB].
Die Autoren vom [Arzteblatt] widersprechen dem weih Abbau zu Methylharnsaure .
Theophyllin und Theobromin haben eine diuretisapefaRerweiternde und herzanregende
Wirkung und sind nutzlich in der Behandlung vonhsa [Dash ].

1-2 % [PharmGKB] bzw. 5 % [Arzteblatt] des aufgenmemen Koffeins verlassen
unmetabolisiert den Korper eines gesunden Erwaelmsen

% Coffea robustanat mit 2,4 % einen héheren Koffeinanteil @lsffea arabicamit 1,3 %.
4 Allerdings sollen auch umgekehrt 6 % des Theophylim Organismus zu Koffein synthetisiert werden
[Loeffler].
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Nach enteraler Aufnahme wird die maximale Koffeinkentration im Plasma nach 15-120
Minuten erreicht [Arnaud]. Eliminationshalbwertsesi sind in Tabelle 2 aufgefihrt, bei
Schwangeren und Patienten mit Leberzirrhose isElieination verzogert.

Tabelle 2: Eliminationshalbwertszeiten in Stundenm Plasma des Menschen

Schriftstick Frihgeborene Erwachsene

[PharmGKB] 65-130 3-7
[Arzteblatt] 50 5
[Arnaud] - 2,5-4,5

2.4 Abbauprozesse in der Umwelt

Ermittelte Abbauraten bei Photo- und Biodegradasionl in Tabelle 3 zusammengefasst. Es
wurde stets von einem Abbau erster Ordnung ausgegan

[Buerge et al. 1] ist folgendes zu enthnehmen:

In dem ,nonsterile’ Versuch, der eine AbbaurateBiodegradation k, = 0,006/d ergab, trat
zwischen Tag 24 und 42 ein drastischer Konzentraticckgang von 1,1 auf 0,2 pg/l auf.
Maoglicherweise hatten sich hier die Mikroorganisnaendas Nahrstoffangebot adaptiert.
Auch aus der Differenz der beiden Versuche, die dgomnenlicht ausgesetzt waren
(,Photodegradation autoclaved’ und ,nonsteriledsdst sich k, abschatzen, hier sind es
0,004/d. Die Autoren weisen aber auf die relatilhénolemperatur von etwa 20 °C im
Experiment hin, wahrend die Seen im Schweizer Wotdrungsgebiet eine mittlere
Jahrestemperatur von etwa 10 °C haben.

Sorption an Partikeln kann aufgrund des geringemteMengskoeffizienten fir Octanol-
Wasser vernachlassigt werden (legvks O fur pH = 7,4).

Auch Volatisierung wird aufgrund des geringen HeKnpeffizienten als unerheblich
angesehen (1,918 bar*m3/mol).

Photodegradation wird vor allem auf indirekte Phate durch Reaktion mit HO-Radikalen
zuruckgefuhrt, dabei entsteht 1,3,7-Trimethylhannsa Bei groler Wassertiefe und
winterlichen Strahlungsverhaltnissen fallt die kffiee Photolyse weitaus geringer aus (auch
in [Poiger et al.]). So wurde fir den Zirichseeeemittlere knoto Von 0,0001/d geschatzt und
fur den Greifensee 0,0002/d.

Ohne &aulRRere Einflisse ist die Dissipation alsongerso dass man von entsprechend
gelagerten Wasserproben mittelfristig eine ausexide Stabilitdt erwarten kann (siehe
Lagerung in Kapiteb).

Manchmal kénnen die Koffeinkonzentration durch kafhaltigen Bewuchsverfalscht sein
(so bei [Peeler] in einem Feuchtgebiet durch Yaupolty (llex vomitoria)).
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Tabelle 3: Abbauraten bei Photo- und Biodegradatioraus der Literatur

Autor Bezeichnung autoklaviert? Salzwasser?®> Sonnenlicht? gekiihlt? /<C  Abbaurate / 1/d Halbwertszeit / d
[Peeler] uv nein ja ja nein 0,023 31
Temp nein ja nein nein 0,010 72

Control nein ja nein jala 0,004 178

[MRI] ‘clean water’ nein nein jals 0,001 478
(gleiche... ‘clean water’ nein nein nein 0,002 319
...Bedingungen) ‘clean water’ nein nein nein 0,003 235

‘clean water’ nein ja nein 0,010 68

[Buerge Bio- nein nein nein nein < 0,003 > 231
etal. 1] Photo- autoclaved ja nein ja nein 0,054 13
Photo- nonsterile nein nein ja nein 0,058 12
autoclaved lake water ja nein nein nein /20 +1 ~ 0,001 ~ 693
nonsterile nein nein nein nein / 20 1 ~ 0,006 ~ 116

Fur die Tabelle wurden die Halbwertszeiten des [MiRk den ZeitrAumen errechnet, nach denen noéh &r Startkonzentration vorhanden war.

® Hier stellt sich die Frage, ob es auch halotolergkoffeinabbauende Bakterien gibt.



2.5 Abbauprozesse in der Klaranlage

In Klaranlagen ist die Biodegradation deutlichersgapragt. Die aktivsten Pilze sind
Aspergillusund Penicillium [Mazzafera], die aktivsten BakterigPlseudomonas putidand
Arten in den GattungeAlcaligenes Rhodococcusind Klebsiella Uber Pilze entsteht dabei
vor allem Theophyllin und tber Bakterien vor all@iheobromin, manche Bakterien bauen
auch direkt zu Harnsaure ab [Dash].

Pseudomonas putidavar féahig, sich ausschliel3lich von Koffein zu dm&n bei einer
Wachstumsrate r von 0,049/h. Dies stellt aber keipgmalen Bedingungen dar, denn bei
Futterung mit Glukose lag r bei 0,31/h und bei eidgguimolaren Mischung beider
Futtermittel bei 0,22/h [Ogunseitan].

Auf dem Weg durch das Absetzbecken nahmen die Kadragenen nur um 2 % ab.

Die Tatigkeit der Mikroorganismen ist hier noch iggr (5 % Abnahme in einem Batch-
Experiment Uber einen Zeitraum von 2 Tagen bei @D Somit kann auch von einem
geringen Abbau in den Abwasserkanélen ausgegangeten.

Im Influent wiesen die auf die Bevélkerung umgerezten Frachten nur eine geringe
Variation auf: 15,8+ 3,8 mg/d (entspricht einer Metabolisierung von 9§. Die
Eliminationsraten in den Klaranlagen betrugen 8899, im Mittel 99,6+ 0,2 %, so dass pro
Kopf im Effluent nur noch’j 0,06+ 0,03 mg/d zu verzeichnen waren. [Buerge et al. 1]

[Buerge et al. 2] machten die Beobachtung, dasEdiehten in den Abwasser aufnehmenden
Flissen manchmal hoher war als im Effluent der aéggen Klaranlagen. Die zusatzliche
Quelle wurde in Uberlaufereignissen bei Mischwassealisation ausgemacht.

2.6 Wirkung auf die aquatische Fauna

Die [EPA] hat bislang 78 6kotoxikologische Datemsatzu Koffein gesammelt. In der
aquatischen Fauna sind die Eier des Krallenfros@hesopus laev)sam empfindlichsten, der
LCs0(4 d) liegt bei 0,22 pg/l. Unempfindlich hingeges die ,fathead minnow“Rimephales
promela$, hier ist der LGy(5 d) = 0,72 g [sic] /I , d.h. auch nach 5 Tagerrdeinoch die
Halfte dieser Fische munter im Kaffee schwimmen.(Vgbelle 1).

® In ihrer Arbeit wollten sie mit diesem Experimeriiea die Verwendung des Wassers aus der Vorklarung
begriinden. Da hier grobe Schwebstoffe schon mesttanabgeschieden wurden, erleichtert dies die
Probenvorbereitung.

" dieser Wert auch bei [Barber et al. 1]



3 Methodik

Hier werden die erforderlichen Arbeitsschritte Bastimmung des Koffeingehaltes in einer
Wasserprobe erklart. Die Auswertung der Ergebresgdgte dann mit einem Programm fur
Tabellenkalkulation.

3.1 Probenahme

Die Probenahme erfolgte bei einzelnen Proben vardHhaittels eines Schépfbechers aus der
flieRenden Welle oder durch zwei automatische Rrebmer. Diese Probenehmer

gewahrleisten eine kihle und dunkle Lagerung. B=i \derlegung des Schlauches muss
darauf geachtet werden, dass er streng monotagesteist, damit sich nicht Wasser in ihm

sammelt, welches zur Ausbildung eines Biofilmesréithkbnnte. Beide Probenehmer lassen
sich mit maximal 12 Gefal3en mit einem Fassungsvgem&on je 2,9 Liter bestiicken.

Zur Verhinderung mikrobieller Abbauvorgange wurde jedes Gefall etwa 240 mg

Natriumazid gegeben, um eine Konzentration vonrh@0 zu erreichefi.

Es wurde eine diskontinuierliche, zeitproportion&debenahme eingestellt, die stindlich
Aliquots von 100 ml zu einer Tagesmischprobe zusanstellt. Zur Bestimmung der Fracht

ware aber eine mengenproportionale Probenahmeiatigelgewesen. Wie spater gezeigt
wird (siehe Abb. 14), bestand eine positive Kotiefa zwischen dem Durchfluss und der

Fracht. Bei einer zeitproportionalen Probenahmenkes so zu einer Unterschatzung der
Frachten kommen.

3.2 Probenvorbereitung

Zentrifugation

Fur eine Zentrifugation wurde eine Sorvall RC5CsPiit dem Rotor SLA-3000 bei 9000
Umdrehungen/min getestet. Ein Pellet war an deld@egénd kaum zu erkennen oder die
Resuspension erfolgte schon bei der Entnahme auedéifuge.

In einer kleineren Zentrifuge lasst sich ein Viakh bei 500000-facher Erdbeschleunigung
schleudern (man kénnte das Vial dann vorsichtigen Autosampler stellen und misste je
nach Abscheidung die Spritzentiefe einstellen). iSieaber nicht praktikabel, weil sie mit
einem Vakuum arbeitet (um den Reibungswiderstandrervingern). In diesem Vakuum
wirde das Losungsmittel rasch verdunsten. Andetgrséire der Dichteunterschied der
Verschmutzung hierin gré3er als in Wasser.

Filtration

Eine saubere Filtration war vor allem fur die Pmol@s dem Schonungsteich mit starkem
Algenbewuchs am Klaranlagenauslauf wichtig. Folgenéerfahren wurden in Betracht
gezogen:

a) Filterpapier aus Cellulose

b) Filterpapier aus Nylon mit unterschiedlichen Porgotimessern

c) Saugkerzen aus Nylon

d) Dialyseverfahren an IC

e) Filterpapier aus Glasfaser

8 [Schroder et al.] verwendeten eine Dosis von 50, migs ist auch die Empfehlung von Mikrobiologender
Uni Osnabruck.
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Die angelegten Kriterien waren Feinheit, Schmutzalimekapazitat, Handhabbarkeit, Dauer
und Kosten. Die Verfahren a)-d) wurden aus folgendeiinden verworfen:
a) stehtim Verdacht Koffein zu binden
b) setzte sich schnell z8 , da als Membranfilter geringe Schmutzaufnahmekisita
erfordert so haufige Filterwechsel
c) Filterstarke eher schlecht mit 5 pum [Krausch]; Wdteck der Vakuumpumpe reichte
nicht aus
d) langwierig, da passives Verfahren; mangelnde Eufadpdamit

Filterpapier aus Glasfaser hat zwar gegenuberrpéfger aus Nylon einen héheren Preis,
zeichnet sich aber als so genannter Tiefenfiltecldeine hohe Schmutzaufnahmekapazitat
aus. Der einzige Nachteil war, dass der relatikeali€ilter im Spritzen-Filtervorsatz schnell
zu einer Undichtigkeit fuhrte. Durch eine niedrgePositionierung des Probengefal3es
wahrend der SPE lasst sich der hydrostatische Dahek leicht vermindern.

3.3 Ansetzen des internen Standards (I1S) und des Wiederdungsstandards (WS)

Die Verwendung eines IS hat den Vorteil, dass @unantisierung Uber eine definierte Menge
eines Stoffes erfolgt, die den gleichen Arbeitsisighr ausgesetzt ist, wie die zu analysierende
Substanz. Der IS sollte moglichst &hnliche Subgtaraameter aufweisen.

Mit dem WS kann der Verlust abgeschatzt werden, la@rder SPE auftritt und so die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze beeinflusst. Eat méich der SPE hinzugegeben.

Vorversuche zur Ldslichkeit und Auswahl geeigneteSubstanzen

Als 1S sollte zuerst ein Di- oder Monomethylxanthfreingesetzt werden, deren Loslichkeit
sich aber grundlegend von der des hydrophilen Thgheanthins Koffein unterschied, die in
folgender Tabelle dargestellt ist.

Tabelle 4: Loslichkeit von Koffein in verschiedenerLdsungsmitteln bei unterschiedlichen Temperaturen

Losungsmittel Temperatur / T Loslichkeit / g/l

Wasser 20 21
Wasser 80 180
Wasser 100 670
Ethanol 20 15
Ethanol 60 45
Aceton 20 20
Chloroform 20 180

Nur 1,7-Dimethylxanthin hatte eine noch ausreicleehdslichkeit'’, es war aber kaum GC-
gangig: Die manuelle Injektion ergab ein deutlicBégnal fir 2,5 pg/mt*C-Koffein und ein
kaum erkennbares fir die doppelte KonzentrationDiniethylxanthin. [Houghton] weist

° bei einem Durchmesser von 2,5 cm bei 0,45 um solach 10 ml, bei 0,8 pm nach 60 ml und bei 3 pnhnac
180 ml

10 7_Methylxanthin, 9-Methylxanthin, 3,7-Dimethylixuin, 1,7-Dimethylxanthin

1von einem Chemikalienvertrieb wird in Methanoldgtes 1,7-Dimethylxanthin vertrieben, welches didér
Literatur angegebene Loslichkeit Ubersteigt: Fur $&gasind dies 1 mg/ml, fur Ethanol 0,6 mg/ml bei°20
Hinsichtlich der Polaritdt von Methanol kdnnen Veerh diesem Intervall angenommen werden. Dennoch
wollen sie einem 1 mg/ml Methanol verkaufen.
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darauf hin, dass Dimethylxanthine wegen ihrer R@laeiner Derivatisierung fir das GC/MS
bedurfen.

Darum wurde auf**C-markiertes Koffein (0,1 mg/ml Methanol, Cambriddsotopes)
zurtckgegriffen. Alle drei C-Atome der drei Methgdigpen sind hier markiert (s. Abb. 2), so
dass sich das Molgewicht von 194,19 g um 3 g erhdht

CHs

e
N
I
/ ~CHjs
H3C 0O

Abbildung 2: Strukturformel von 1,3,7-Trimethylxant hin

Im natiirlichen Isotopenverhéltnis macfE-Kohlenstoff 1,1 % des gesamten Kohlenstoffes
aus. Andere Isotope sind instabil. Die Wahrscheliieit, dass ein nattrlich vorkommendes
Koffeinmolekiil mit drei**C-Atomen besetzt ist, betragt bei insgesamt achtd®ien nur
0,007 %.

Auch **C-Koffein (1 mg/ml Methanol) wurde zur Bestimmuney dResponsefaktoren besorgt.
Als WS diente Simazin.

Abfillen der Vials
Fiur das Abfullen der Vials wurde nach einer harmfiic und genauen Gerétschaft gesucht.
Zur Auswahl standen:
a) eine Distriman (Fassungsvermdgen 12,5 ml, Skalal@ufil genau. Cave: verspritzt
leicht bei hoher Austrittsgeschwindigkeit)
b) eine Dispensette (grol3es Gefal3, nur grobe Skalé.bkasenfreies Leitungssystem
achten!)
c) eine Eppendorf-Pipette (blau, Skala auf 1 pg genau)
Die Genauigkeit wurde in Messreihen mit je 10 Ahfiigen von 1 ml Methanol bzw. 0,9 ml
Wasser ermittelt. Benutzt wurde eine Sartorius-Véaaut einer Messgenauigkeit von 1 pg
und einem Messbereich bis 2 g. Die Ergebnisse smdolgenden Diagramm (Abb. 3)
zusammengefasst.
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Abbildung 3: Abweichung und Variationskoeffizient fur verschiedene Geratschaften zum Pipettieren

Der Variationskoeffizient bezieht sich auf eine mainde Préazision, die Abweichung auf

eine mangelnde Richtigkeit.

a) Die Distriman hatte die beste Prazision und eiridestite Richtigkeit (dies liegt an der
groberen Skala). Sie wirde ein serienweises Absfidlenodglichen.

b) Die Dispensette hatte eine mittlere Prazision,giebe Skala wirde eine Kalibrierung
erfordern. Praktisch ist das grof3e Gefal3, unpcktessen Reinigung.

c) Die Eppendorf-Pipette hat die schlechteste Prazisiod die beste Richtigkeit. Die
Handhabung ist am umstandlichsten, weil fir jedddiken neu aufgefillt werden
MusSs.

Es wurde die Eppendorf-Pipette benutzt.

Standards wurden in einer konsekutiven Verdiunnigsrerstellt mit den Konzentrationen
0,05; 0,1; 0,5; 1 pg/ml und fil’C-Koffein auch 5 pg/ml. Das Lésungsmittel muss von
Anfang an Raumtemperatur aufweisen. Dies ist beerai LOsungsmittel mit einem hohen
Raumausdehnungskoeffizienten umso wichtiger (Methdehnt sich etwa fiinfmal starker
aus als Wasser (bei 20 °C)). Weiterhin sollte dergéng zugig erfolgen, um Verluste durch
Verdunstung gering zu halten (Methanol hat ein@d&ounkt von 65 °C). Beim Abfillen im
Glaskolben wird mit der Unterseite des Meniskusegiighen. Die im Vergleich zu Wasser
geringe Oberflachenspannung von Methanol fuhrt ddass beim Schwenken des Kolbens
Flissigkeit in die Wandung des Verschlusses kriebtdtzdem sollte darauf nicht verzichtet
werden, um eine gute Durchmischung zu gewéahrleisten

Beim Abflllen entstanden unvermutete Restmengen.efizelne Verdinnungsstufen ein
Uberschuss von bis zu 2,2 %.

Zuerst wurde Uberpruft, ob beim Abflllen der Kolbdie darauf angegebene Genauigkeit
erreicht werden kann. Dies geschah gravimetrisch Wasser (um Ldsungsmittel
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einzusparen) bei Zimmertemperatur. Dabei stelltd gin geringeres Volumen der Kolben
mit einer grolReren Ungenauigkeit heraus als angggelobei die Reste ja ein groRReres
Volumen nahe gelegt hatten. Fur den 250-ml-Kolbemew dies -0,3 ml (angegeben sind
0,15 ml), fur den 100-ml-Kolben -0,4 mt 0,1 ml).

In einer Nachkontrolle verschlechterte sich dieziRian der Eppendorfer-Pipette. Hierfur
wurde in einem Durchgang 24-mal je 1 ml Methanal & °C in ein Gefal3 pipettiert. Die
Dichte wurde anhand Literaturangaben von 20 °C edspoliert. Jetzt zeigte sich eine
Abweichung von -1,28 %, was zu den Restmengen pagg8ele. Bei 24 Pipettiervorgéangen
kann der vorher ermittelte VK von 0,9 % kaum alkl&ung herangezogen werden.

Das Abflllen der Standards wurde nicht im Labondssn wegen des grol3eren Platzbedarfes
in einem Seminarraum durchgefihrt. Dieser war bidssaeizt als das Labor (geschatzt 20 °C
gegenuber 16 °C). Diese Temperaturzunahme konat®idhte um 0,6 % verringert haben.
Das alleine erklart aber noch keine Fehler vorfa,2

Bestimmung des Responsefaktors (RF)
Die Bestimmung des RF beinhaltete 10 verschiedén&t@ndards, aus denen der Mittelwert
genommen wurde. Er berechnet sich wie folgt:

FE: Flacheneinheiten fiir m/z194 bzw.197
C: Konzentration des Standards °C-Koffein bzw.**C-Koffein

RF = FE194 / FE197 * C13/C12

Der MW war 1,206 bei einem VK von 2,3 %.
Analog wurde der RF fir den WS mit 4 verschiedensStandards bestimmit.

3.4 Festphasenextraktion

Mit der  Festphasenextraktion (SPE) werden zum  eineanerwinschte
Probenverunreinigungen abgetrennt, zum anderen wvdiel Konzentration der zu
untersuchenden Substanz gegenuber der Probe seltgiht (eine so genannte
Aufkonzentrierung). Auf diese Weise kann die Naclsgeenze einer analytischen Methode
heruntergesetzt werden. Dies beinhaltet oft ein@suhgsmittelwechsel von einem polaren
Losungsmittel (Wasser) zu einem weniger polarerubhgsmittel (Ethylacetat, Hexan). In der
Regel arbeitet man mit einem IS, um eine verldssliQuantifizierung zu ermdglichen.
Obwohl hohe und reproduzierbare Wiederfindungsraten mehr als 80 % angestrebt
werden, ist mit IS prinzipiell auch bei geringerenicht so gut reproduzierbaren
Wiederfindungen eine Quantifizierung maoglich.

Durchfihrung

Die Wasserprobe (z.B. 500 ml) wird durch eine SRitSche mit einem spezifischen
Adsorbens (100 mg) gegeben, dessen Eigenschafterhehe Sorptionskapazitat fur die zu
untersuchende Substanz gewahrleisten sollten. banscd mit einem geeigneten

Losungsmittel die Substanz wieder von der festeas€heruntergespllt, was als Elution
bezeichnet wird. Das setzt voraus, dass das Lomutigs starkere attraktive

Wechselwirkungen mit der Zielsubstanz eingehen lkasinlas Adsorbens.

Bei manchen Anwendungen wird das Adsorbens zwighireh mit einem weiteren

Losungsmittel gereinigt. In diesem Schritt sollememwiinschte Substanzen, die die
anschlieBenden Analysen storen konnten, entferntdeme ohne dass die eigentliche
Zielsubstanz desorbiert wird.
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Verwendet man zur Elution z.B. einen Milliliter,eBe sich bei einem Volumen der
Wasserprobe von 500 ml die Konzentration maximahe(evollstandige Wiederfindung
vorausgesetzt) um den Faktor 500 erhdéhen. Durch Eindampfen des Eluats
(Volumenverringerung) lasst sich die Konzentratimch einmal erhéhen.

Falls das optimale Elutionsmittel (das die hdch®¥ederfindungsrate ergibt) fur die
nachfolgende Analyse ungeeignet ist (z.B. fur dage&hmaterial im GC unvertraglich), kann
ein weiterer Lésungsmittelwechsel vorgenommen werde

Alle verwendeten Losungsmittel miissen GC-grad haben

Chronologisches Vorgehen

1. Die Probe wurde im Probenehmer mit Natriumazid etees und seitdem dunkel und
gekuhlt gelagert.

2. Eine Glasampulle des IS mit 0,1 pg/MiC-Koffein in das ProbengefaR entleeren und die
Glasampulle unter Zuhilfenahme eines Spatels vkesendamit sie sich mit Wasser
fullen kann. Den Spatel danach abspulen.

3. Die Probe einer ersten Filtration unterziehen niéstaserfiltern (GF6 der Fa. Whatman /

Schleicher & Schuell, Durchmesser 100 mm) in ein@mamiktrichter und das Permeat

wieder zurick in das Probengefald geben.

Das Gefald ohne Deckel wiegen und das gemessenel@&ermerken.

Fur die zweite Filtration folgendes aufbauen (s.bAb4): Den Adapter des

Ansaugschlauches auf eine leere Kartusche mieFtiticken und das andere, mit Metall

beschwerte Ende im Probengefa? versenken. Die $Gmtu auf einen Spritzen-

Filtervorsatz mit eingelegtem Glasfaserfilter (GFmurchmesser 25 mm) setzen.

6. Eine Bakerbond-PolarPlus-C-18-Kartusche (500 mg2@yftm-Fritte)*? entsprechend der
Wasserprobe beschriften. Dann wird sie auf das iVdes Deckels der Glaskammer
gesetzt.

7. Mit einer Pasteur-Pipette das Adsorbens mit etwaerei Milliliter Methanol
konditionieren (dies soll die Benetzbarkeit des gktdens erhdhen und das Passieren der
Wasserprobe erleichtern.) Dann mit einer neueneBa§lipette die Kartusche mit
destilliertem Wasser auffillen. Mit dem rund getfsil'® Adapter die Kartusche mit dem
Spritzen-Filtervorsatz verbinden.

8. Den Schlauch der Membran-Vakuumpumpe (Vacuubran@Z;Vechts im Hintergrund
von Abb. 4) an der Glaskammer anschlieBen und idg$ormige Ventil (neben dem
Manometer, siehe Abb. 4) erstmal 6ffnen.

9. Die Pumpe einschalten und auf einen Druck p vonr8bar'* bei einer Toleranz von 250
mbar einstellen. Die Differenz von p zum Atmosphdreck entspricht dem Unterdruck
und darf laut der Beschriftung der Glaskammer 201 ZQuecksilbersaule nicht
unterschreiten. Eine hohere Toleranz lasst sicthtna&nstellen, sie verhindert ein
standiges An- und Ausschalten der Pumpe (was waambgum Verschleild fuhrt). Jetzt
kann das ringformige Ventil geschlossen werden. Kaastruktion wird auf Dichtheit
uberprift, insbesondere im Bereich des Spritzeteivibrsatzes.

10.Eventuell den Pegelstand in beiden Kartuschen appasEinerseits soll ein
Trockenlaufen des Adsorbens verhindert werden. Perdeits soll der Pegel nicht so
hoch sein, dass die Tropfgeschwindigkeit nicht medwbachtet werden kann. Falls der

o s

12 Djese Kartuschen wurden auch von [Peeler] unds@réet al.] benutzt. Von Macherey&Nagel werden fiir
Koffein sonst noch eine C6H5- und eine SB- Kartesempfohlen. Bei [Buerge et al. 1] wurde die SPE mit
wieder verwendbaren Kartuschen durchgefiihrt, dieatwa 10 ml gro3porigem Polystyrol gefiillt wurden.
Gegenuber C-18-Silica hatten sich saubere Exteakteben. Die aufgegebene Menge wurde dort der vetemu
Konzentration angepasst: 200 ml fir Wasser auKldeanlage, 1000 ml fir Wasser aus Gewassern.

13 siehe Danksagung

14 [Peeler] stellte einen Durchfluss von etwa 10 ri/ein. Das wiirde fiir 500 ml 50 min bedeuten. Aoth
300 mbar brauchte es hier fast doppelt so langehdechfluss nimmt zum Ende hin stark ab.
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Pegel einmal zu niedrig ist: Das Probengefal tasmiveau der Kartusche anheben und
die Schraube des Ansaugschlauches lockern. Sollk#hiaus der Kartusche entweichen

und die Wasserprobe durch den hydrostatischen Drackflie3en. Falls der Pegel einmal

zu hoch ist: Den Ansaugschlauch aus dem ProbengefaReitig herausziehen und die

angesaugte Luftblase abwarten.

11.Beim gleichzeitigen Anschluss mehrerer Wasserprolol® ein Gesamtvolumen von
einem Liter Uberschreiten, muss das Auffanggefa®en Glaskammer zwischendurch
geleert werden. Wird die Tropfgeschwindigkeit zuwedrig, sollte ein neuer Filter
verwendet werden.

12.Den letzten Rest der Wasserprobe saugt man ausgdagigten Probengefal3 und der
Glasampulle heraus. Die Glasampulle kann zur Wiedarendung in den
Abwurfbehélter gegeben werden.

13.Wenn das Leergewicht des Probengefales unbekannt dieses jetzt ermitteln
(wiederum ohne Deckel). Danach das Probengefapiaess

14.Den Ansaugschlauch entfernen, die Pumpe ausschaigtmas Auffanggefal? entleeren.
Das Innere der Kartusche, die Unterseite des Deckel die Edelstahlspitze mit Zellstoff
abtrocknen.

15.Nun das Adsorbens mit einem Ldsungsmittel wasclkiPas unpolare Hexan hat im
gleichfalls unpolaren Adsorbens auch die positiverkhg unerwiinschtes Wasser
herauszupressen.) Mit einer Pasteur-Pipette etwaeneiMilliliter aufgeben, das
Durchfeuchten des Adsorbens abwarten und mit wiedageschalteter Pumpe
trockensaugen. Das Ldsungsmittel im Auffanggefallden Sondermillbehalter fur
Lésungsmittelabfélle geben.

16.Die Etagenbdden in die Glaskammer legen. Eine Gipae entsprechend der Kartusche
beschriften und in die Vertiefung der Etagenbddsnes.

17.Mittels einer Pasteur-Pipette mit etwa einem Miéil Aceton eluieren.

18.Das ringformige Ventil oOffnen, die Pumpe anschaltend auf einen geringeren
Unterdruck einstellen (p > 800 mbar!!). Das Ventdrsichtig mit der Fingerkuppe
schlieBen. Das Eluat darf nicht verspritzen, auem @rniedrigten Siedepunkt des
Lésungsmittels bei Unterdruck beachten. Dann dimguwieder ausschalten.

19. Auch beim Einengen ist zu beachten, dass das Biciait verspritzt. Es wird synthetische
Luft (Reinheit 5.0)"°> verwendet, die mit einem anderen Deckel der Glasher iiber die
Offnung der Glasampulle verstromt wird. Um mit deynthetischen Luft sparsam
umzugehen, alle nicht bendtigten Offnungen vers@aih Vor dem vorsichtigen
Aufsetzen des Deckels den Druckminderer der Gasitaaur soweit 6ffnen, dass der aus
der Edelstahlspitze kommende Luftstrom auf dem Tneifell vernehmbar wird. Die
Oberflache des Ldsungsmittels erscheint nun etwagedellt. Das verdampfte Aceton
kann Uber einen Abluftschlauch nach drauf3en abgefigrden.

20.Nach dem vollstandigen Verdampfen des Acetons @steh Rickstand mit 0,2 ml
Ethylacetat per Eppendorfer-Pipette wieder in L@stningen. Dazu die Glasampulle
verschlieRen und geneigt rotieren. Schlief3lich im Mikroinsert geben. Im schlanken
GefalRboden kdnnen Gasblaschen hangen bleiben,ntfierné werden missen. Sonst
konnte die Injektorspritze diese ansaugen.

> Wenn die Raumluft sauber genug ist, kénnte einrigjee auch einfach tber die Vakuumpumpe erfolgen.
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Abbildung 4: Aufbau der SPE fiir die Schritte 5-13
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3.5 Gaschromatographie-Massenspektrometer
Zum Einsatz kamen folgende Gerate der Fa. Agilent:
— 7683 B Series Injector
— 6890 N Network GC System mit einer Hewlett-Packakis-Saule
(Durchmesser 0,25 mm, Lange 30 m, Filmdicke 0,25
— 5973 Inert Mass Selective Detector mit Elektronef@gtnisation
— 59864 B Ionization Gauge Controller

Analysebedingungen im GC

Tragergas: Helium

Spulmittel: je zweimal Hexan und Ethylacetat jegter Probé®
Injektionsvolumen: 1 pl splitless (Spritzenvolundhpl)
Liner-Temperatur: 270 °¢

Purge Flow: 50 ml fir eine Minuté

Temperaturprogramm: sieche Abb**gmit Vergleich anderer Programme aus der Literdur
Initial Flow: 1,5 ml/min*
Transferline-Temperatur:. 280 °C

350
300 +
250 ~
g - —e—[Prosch et al.]
s 200 |
o —=—[Buerge et al. 1]
g 150
5 / d
2 100 verwendetes
’J Programm
50 ‘N
0 I I I I
0 10 20 30 40 50
t/ min

Abbildung 5: Temperaturverlauf im Ofen

'8 Die ersten vier Pumpvorgénge werden zuriickgepudapsie noch mit Resten der Spiilmittel durchsedirt s
koénnten.

" 'Um zu Uberpriifen, ob diese Temperatur nicht zurdifieerladung des Liners fiihrt, wurde das Programm
,Solvent Vapor Volume Calculator’ von Hewlett Pagkdenutzt. Sonst driickt sich das Losungsmittel scho
selbst in die Saule und kann ein Tailing verstarken.

'8 Eine Temperaturerhdhung im Ofen sollte erst danaginben.

9 Die Starttemperatur sollte niedriger als der Sieadt des Lésungsmittels sein (fir Ethylacetat 77, T
Schmelzpunkt von Koffein liegt bei 238° C [LoeffleE)ie Saule vertragt bis zu 350 °C.

2 [Prosch et al.] ist nicht in Bezug auf Koffein mpiert, hier wird auch ein ganzer Pestizidcockeafhsst.

2L von Agilent wird firr die Saule einmal eine Gescheligkeit von 20-40 cm/s fiir das Tragergas Helium und
ein Initial Flow von 2 ml/min empfohlen. Mit dieseimitial Flow wird aber schon eine Geschwindighkain 52
cm/s erzielt, darum wurde er auf 1,5 ml/min gesemids eine Geschwindigkeit von 45 cm/s ergibt. $omi
betragt die Totzeit fur die 30 m lange Saule 6Ars.dieser Stelle gadbe es auch die Mdglichkeit dnstas
konstanten Initial Flow einen konstanten Druck asiellen.
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Analysebedingungen im MS
Koffein als Purin lasst sich massenspektrometrisatht identifizieren, weil die energetisch
stark unterschiedlichen Bindungen zu charaktecisée Fragmenten flhren, was bei
alicyclischen Kohlenwasserstoffen nicht der Fatl i8u3erdem sind Purine sehr stabile
Verbindungen, so dass das Molekularion im Spek@aumhaufigsten vertreten ist.
Die typischen Zerfallsrouten sind
m/z = 194— 165— 137— 109— 82— 55 und
m/z = 194— 109— 67 oder andere Kombinationen Uber das 109-lon.
Fur das 109-lon wird eine Ringerweiterungsreakdareinem 7-Ringmolekil angenommen,
da nur dieses eine ausreichende Stabilitat beiSyziteller]
Im SIM wurde
- fur *°C-Koffein das 194-lon als Identifier-lon und das914@n als Qualifier-lon
genommen,
— fur BC-Koffein waren dies das 197-lon und das 111-lon,
— bei Simazin als WS sind es die Massenspuren 201.86d
Aufgrund der relativistischen Massenzunahme beehdBeschwindigkeiten sind die Fenster
nicht symmetrisch, sondern umfassen das Intemdit | 0,3; m/z + 0,7].

Software:

Es ist darauf zu achten, dass die Ergebnisse d&imdegration vom gewahlten Zeitfenster
abhangen. Peaks, die fir das Fenster 11-12 mint ar&annt wurden, bereiten bei einem
Fenster von 11,7-11,8 min keine Probleme. Gleidigglkdnnen sich die Peakflachen andern.
Die Parameter des Autoturfé waren Schwankungen unterworfen, die besonders beim
Elektronenvervielfacher hoch waren (siehe Abb. B). kann zwar die Empfindlichkeit
erhohen, dabei aber auch die Basislinien (s. Apb. 7

Electron Multiplier
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1100+

1000+

Voltage

SO0

200+

700 I
1 % &5 7 9 11 13 15 17 19 21

Tune Number

Abbildung 6: Anderung der Spannung des Elektronengrvielfachers tiber 21 Autotunes

22 Dafiir wird Octafluornaphthalin eingesetzt.
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3.6 Methodenvalidierung

Um die Unbedenklichkeit und Wirksamkeit des erdt&rtionsschritt mit Hexan (Kapitd.4,

Punkt 15) zu Uberprufen, wurde wie folgt vorgegamge

1. 200 ml destilliertes Wasser wurden mit 533@-Koffein und 1 pg?3C-Koffein dotiert und
einer SPE unterzogen.

2. Die erste Elution erfolgte mit Hexan, die zweitd Mceton.

3. In beide Vials wurde als WS 0,5 ml mit 50,6 pg/ni-Dimethylxanthin gegeben.

4. Die Gemische wurden bis zur Trockene eingeengt emmeut mit Aceton in LOsung
gebracht (spater wurde von Aceton als Losungsnatigerickt).

5. Schliel3lich erfolgte ein Vergleich der enthalte@ifeinmengen.

Der Verlust an Koffein betrug maximal 0,5 %. Ineim Total lon Chromatogram wurden die

Flacheneinheiten der coeluierten Substanzen vagglic Diese waren im Hexan weitaus

hoher. Der geringe Verlust ist also die groRereb8eeit wert. Fir Ethylacetat waren die

Verluste aber zu hoch.

Im Verhaltnis Identifier-lon zu Qualifier-lon ergadich bei 12 Proben (aus Kapit&B) ein
VK von 8 % fiir*?C-Koffein bzw. 5 % fiit*C-Koffein.

Die Wiederfindungsrate (s. Kapit8l3) betrug gleichermaRen fiir d&€-Koffein wie auch
fur das'®C-Koffein 75 %>,

Die Software bietet die Bestimmung des Signal-Ra\&erhéltnisses an. Ein Verhaltnis von
3 wurde als Nachweisgrenze, eines von 10 als Besimgsgrenze angesetzt. Falls diese
Maoglichkeit nicht besteht, kann die Bestimmungsgeen.B. bei der Konzentration angesetzt
werden, die zu einem VK von 10 % flhrt [Fries].

Das Signal wurde im Intervall 11,87-12,07 min (edlts das Maximum beinhalten)
abgegriffen, das Rauschen im Intervall 10,5-11,h gmdoglichst ohne deutliche Peaks
anderer Substanzen).

Bei Beriicksichtigung von Aufkonzentrierung und Wadichdungsrate wahrend der SPE wére
die Bestimmungsgrenze fir die Ausgangskonzentraitiorer Probe bei 7 ng/l fur die
Injektion aus einem Vial bzw. bei 1 ng/l fir digdktion aus einem Mikroinsert.

Die ermittelten Bestimmungsgrenzen sind relativiguvergleich zu anderen Arbeiten (siehe
Tabelle 8). Dies konnte daran liegen, dass in didgbeiten in einem SIM auch noch andere
Zielsubstanzen abgefragt wurden, was die Scan-&ykitierhoht.

Nichtsdestotrotz erschwerte ein Tailing im Kofféleak dessen Integration (siehe Abb. 7, der
Simazin-Peak sah schmaler aus), moglicherweis&afein fir die Aufgabe auf die GC-
Saule zu polar.

Man héatte den IS auch gleich bei der Probenahmesbamy konnen. So ware die
Quantifizierung unbeeinflusst von einer méglichesdipation wahrend der Lagerung (siehe
Ubersicht zu Kapite6), der Verbrauch am teuren IS in der Tagesmischeptdtite sich aber
fast verfunffacht.

2 pei [Barber et al. 2] betrug sie 60 %
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Abundance lon 134.00 (193,70 to 134.70) H13.D

lom 197.00 (196,70 ta 197 70): H13.D
lon 109,00 (108,70 to 109.70): H13.0
140000
120000
100000
50000
50000
40000
20000
_ _ -
Tine-> 11.70 11.75 11.20 11.95 11.30 11.95

Abbildung 7: Ausschnitt des Chromatogramms der Probeus der Hase flussaufwéarts3) vom 26.09.06

zur Retentionszeit von Koffein im SIM fur die Masenspuren 194, 197, 109 und 111
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4 Berechnungen

4.1 Berechnung der Konzentration im Effluent

Da das Wasser aus dem Effluent der Klaranlage &mablbei der Filtration verursachte,
konnte die dortige Konzentration nur Uber folgendemsatz berechnet werden, der das
Konzentrationsgefélle in der Hase ausnutzt.

L: Fracht,C: KonzentrationQ: Durchfluss

L=C*Q

1: Hase flussaufwart®: Effluent Klaranlage3: Hase flussabwarts (siehe dazu Abb%8

gemessen werde@:1, C3 Q2 Q3von [PM Hr. Glins™ u. NLWKN 27
Q1=03-0Q2

C2=(C3*Q3-C1*Q1)/Q2

4.2 Berechnung des Anteils ungeklarter Abwéasser
aus [Buerge et al. 2]

P: Bevolkerung]: Input pro Persorf; Anteil des ungeklarten Abwassers

Lruss = I—ungeklért"' I-gekléirt
mit
Lriuss = Criuss* QFiuss= P * I Fiuss
I-ungekléirt: P*f*l ungeklart
I-geklélrt: P * (1 - f) * Igeklé‘lrt

f=(lruss- |gekl'art) /( lungexiart- |gekl'e'1rt)

3: Hase flussabwarts

1: Hase flussaufwarts

2: Effluent Klaranlage . ‘

Abbildung 8: Legende flr die Bezeichnung der Variaken und die Symbole in den Diagrammen

24 als Merkhilfe: 1 und 2 ergibt 3. Und 3 ist dreiigckDa es keine Ein- und Zweiecke gibt, Vierecke.
% in stiindlicher Auflésung
%% in viertelstiindlicher Auflésung aus Pegeldaten
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5 Eigenheiten des Untersuchungsgebietes

5.1 Der Fluss

Die Hase ist insgesamt etwa 170-193 km lang (abbamon der Auflésung des fraktalen
Gebildes), entspringt im Teutoburger Wald und miindeMeppen in die Ems. Insgesamt
leben 597000 Menschen im Einzugsgebiet der Hasendsollen schatzungsweise 10 % [PM
Jirgen Berlekamp] nicht an die Kanalisation angessken sein.

Im Zeitraum 1993-1999 hat sich die biologische Gasgégiite der Hase in der Innenstadt und
dem Eingangsbereich der Stadt von der Gewéassetgssekll Il (kritische Belastung) auf
GGK Il (starke Verschmutzung) verschlechtert. Whédb der Klaranlage ist noch die GGK
Il =11 (1993 und 1999) vorherrschend (insgesaiht gs 5 Klassen) [NLWK].

GGK Ill wird wie folgt umschrieben [Wasser-Wissen]:
~,Gewdasserabschnitte mit starker organischer, stffshrender Verschmutzung und meist niedrigem
Sauerstoffgehalt; ortlich Faulschlammablagerundgésipnien von fadenférmigen Abwasserbakterien
und festsitzenden Wimpertieren tbertreffen das ®iomken von Algen und hdheren Pflanzen; nur
wenige gegen Sauerstoffmangel unempfindliche tkedviakroorganismen wie Egel und Wasserasseln
kommen bisweilen massenhaft vor; mit periodischetHsterben ist zu rechnen. Diese Verhaltnisse
deuten auf Abwassereinleitungen hin. Der Saprobdéex liegt zwischen 2,7 und 3,2. Sauerstoff ist
noch stets vorhanden, kann jedoch zeitweise aufaAlen etwa 2 mg/l absink€n Haufig betragt der
BSB5 7 bis 13 mg/l. NH4-N liegt meist tGber 0,5 mgid erreicht oft einige Milligramm je Liter.“

Auch um die Gewasserstrukturgtite der Hase im Sthitgist es sehr schlecht bestellt:
Guteklasse VI (von insgesamt 7 Klassen).

5.2 Das Kanalnetz

2005 hatten die Schmutzwasserkanale im Stadtgediiet Lange von 457 km, die

Regenwasserkanéle 477 km und Mischwasserkanadlen24sknd anteilig 5 %). Davon

wurden 2005 303 km, 200 km bzw. 12 km einer Reimiguinterzogen und dabei 886 t
Ruckstande entnommen [Stadtverwaltung]. Bei derséialsilanz von Schadstoffen sollte dies
bertcksichtigt werden, Koffein weist aber eine gge Sorption an Partikeln auf.

Um die Bildung dieser Kanalrickstande zu verringebesteht der Hauptteil der
Schmutzwasserkanédle aus lasiertem Steinzeug minbdess glatter Oberflache. Auch die
noch bestehenden Mischwasserkandle sollen durchrengé¢ Schmutz- und

Regenwasserkanale ersetzt werden. Fur das WassedesuMischkanalisation stehen in
ausreichender Kapazitat Ausgleichsbecken bereitdass ein Uberlauf auch bei starken
Niederschlagsereignissen nicht eintritt. Fir Abwasaus dem Stadtzentrum wird eine
Aufenthaltsdauer von durchschnittlich zwei Stundagegeben. [Klaranlage]

%" Nichtsdestotrotz konnte ein groRes Vorkommen despaweit geschiitzten SteinbeiRe@olfitis taenia
taenig zwischen Schellenbergbriicke und Neuer Muhle dufgien werden. Dieser Fisch bevorzugt eigentlich
sauerstoffreiches Wasser, er kann aber durch akimdse Darmatmung auch den Sauerstoff aus an der
Wasseroberflache verschluckter Luft nutzen [Stadtaéung].
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5.3 Die Abwasserbehandlung

Seit 1993/94 ist die [Klaranlage] in Eversburg mher Nitrifikation, Denitrifikation und
einer biologischen Phosphatelimination in der lidohen Reinigungsstufe ausgestattet. Das
Klarwerk Hellern empfangt die Abwasser aus den tBtdein Hellern und Sutthausen sowie
aus der Gemeinde Hasbergen. Vom Osnabriicker Abreaskemmen bewaltigt sie 10 %.
Die Einleitung erfolgt hier in die Dute.

[Buerge et al. 1] vermerkten fur die Klaranlagen iimer Untersuchung das Alter des
Belebtschlamms. In der Klaranlage OS laufen vieralpgde Belebtschlammbecken, das
durchschnittliche Alter soll 20 Tage betragen. &eem GAU fir die Mikroorganismen wird

das kontaminierte Wasser durch eine einzige Stgefstet, der Klarschlamm entfernt und
durch Impfung mit einer Bakterienkultur neu angesgM Hr. Glins].

Bei einem Zulauf von 40000 m3& betragt die Aufenthaltszeit in der Klaranlage in
Eversburg etwa 1,5 Tage. Fur den Schoénungsteich kaer dessen Volumen von 50000-
80000 m3 [PM Hr. Glins] eine durchschnittliéi&/erweilzeit von 1,25-2 Tagen abgeschatzt
werden. Somit ergibt sich fir den gesamten Klagsnh&omplex eine Aufenthaltszeit von
2,75-3,5 Tagen.

In einem kleinen Projekt [Priegnitz] wurde fir dies Flussabschnitt schon die
Durchmischungsstrecke fur die transversale Dispersrmittelt: Nach 420 m weichen die
Konzentrationen im Flussprofil um maximal 5 % varagider ab. Ein Kilometer FlieRstrecke
dirfte so einen ausreichenden Sicherheitsabstarstetien®. In Abb. 9 sind die Standorte
der beiden automatischen Probenehmer skizzierticBiidm Standort ,Hase vor Klaranlage
Osnabrick® befindet sich der Schonungsteich, dé&eneder Briicke Dornierstral3e in die
Hase einleitet. Nordlich der Hase verlauft der8tmal zum Hafen.

% |m Probenahmezeitraum waren es im Mittel 42941 m3/

% Im Herbst kann fiir einen dimiktischen See eineegDurchmischung des Wasserkérpers angenommen
werden.

% [Buerge et al. 1] konnten in der Limmat 6 km un#dbhder Klaranlage noch einen Konzentrationsgraelien
feststellen (64 bzw. 48 ng/l).
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Abbildung 9: Flussabschnitt der Hase und Aufstellungort der beiden automatischen Probenehmer
Karte aus Freie Vektor-Geodaten Osnabriick (Fa. Intevion)
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6 Ergebnisse

Ubersicht

Von Maik Bischoff wurden Tagesmischproben aus detraum 14.11.05 - 01.01.06 fur die
Standorte Eversburg und Lustringen (flussaufwéants Stidosten der Stadt) zur Verfiigung
gestellt. Die Zeitraume der vorhandenen Probenbmiden Standorten waren nicht véllig
kongruent (siehe Abb. 10). Die Lagerung war nigbtiroal, da sie ursprunglich nicht fur eine
Analyse von Koffein gedacht waren. Diese Proben demr zu Wochenmischproben
zusammengestellt (Kapitél1).

Es wurde Uberprift, ob die Probenehmer fir eineetiatg geeignet sind.

Hierfir wurde mit Koffein dotiertes Wasser aus daise vor dem Klaranlagen-Einlauf
genommen und in zeitlichen Abstadnden Aliquots filleeAnalyse entnommen werden. Es
wurden verschiedene Lagerungsbedingungen gefestehit NaN versetzt, ob gekunhlt, ob
dunkel). Nach einer Sichtung der Abbauraten inlderatur (siehe Tabelle 3) konnten die
Versuchsreihen aber eingestellt werden. Ebenso ewudie Untersuchung des
Absorptionsspektrums von Koffein (man kann es raihdmmissionsspektrum der Sonne bei
unbewdlkter Atmosphare vergleichen) mit einem Pimatier fallengelassen, da auch hierzu
schon Angaben in der Literatur existieren

Die Beprobung eines abgelegenen Gewassers im Q@mhkabr Raum sollte die Frage
beantworten, ob Koffein tatsachlich nur bei einemmelden anthropogenen Einfluss
feststellbar ist oder schon ubiquitar vorkommt (Kelb.2).

Weitere Probenahmen sollten einmal den raumlichemzKntrationsverlauf in der flieRenden
Welle (Kapitel6.2 und dann den zeitlichen KonzentrationsverlauHase und Klaranlage
zeigen (Kapitel6.3). Aus letzterem sollte die Variabilitat der tagkmn Frachten bestimmt
werden.

%1 Das Absorptionsmaximum einer wassrigen Koffeintigsin UV-Licht liegt bei 272 nm [Arnaud].
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6.1 Auswertung der Wochenmischproben
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Abbildung 10: Koffeinkonzentration in den Wochenmishproben 14.11.05 - 01.01.06

Tabelle 5: mittlere Koffeinkonzentration in den Wochenmischproben vom 14.11.05 - 01.01.06
und Vergleich mit Tagesmischproben vom 26.09.08)8.10.06

Wochenmischproben  Tagesmischproben

Standort Mittelwert Var.koeff. Mittelwert Var.koeff.

in pg/l in % in pg/l in %
Lastringen 0,292 62 - -
Standort 1 - - 0,285 44
Standort 3 / Eversburg 0,277 28 0,274 26

Zwischen den Standorten Lustringen und Standidregen einige Kilometer Fliel3strecke,

beide liegen vor der Kléaranlage. StandbftEversburg war fur beide Probenahmen identisch.
Wochen sind mit Tagen nicht direkt vergleichbarergbt sich aber ein ahnliches Bild:

Es fallt auf, dass in beiden Messreihen die KoKemeentration in der Hase vor der

Klaranlage hoher ist als dahinter. Der Klaranlagé#tuent fuhrt also sogar zu einer

Verdinnung in der Hase. Auch sind die Schwankungater der Klaranlage kleiner, sie

werden durch die gleich bleibende Leistung der ditage nivelliert.
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6.2 Ergebnisse des Screenings und aus der flieRenden Nge

Screening

Die Koffeinkonzentration im Manelito-See im Nordwa&s von Osnabrick (hinter dem
Attersee) liegt unterhalb der Nachweisgrenze. @er iSt ein ehemaliges Sandabbaugebiet fur
den Autobahnbau, wird durch Grundwasser gespessin(bierumlaufen wurde kein Zulauf
entdeckt) und liegt abgeschieden in einem Vogelzgabiet. Eine Probe aus dem Rhein bei
Flusskilometer 555 wurde verworfen aufgrund unzrender Lagerung.

Vorgehen fur die flieRende Welle

Fiar die flieBende Welle wurde am 21.04.06 eine cRgevon 3,5 km L&nge hinter der
Durchmischungsstrecke bis zur Einmindung der Du&hrmals beprobt. Die mittlere
FlieRgeschwindigkeit betrug weniger als 0,5 m/sdaes die Probenahmen einen Zeitraum
von 2,5 Stunden umfassen. Der damit verbundenei&pgang verschaffte einem einen guten
Uberblick uber das Untersuchungsgebiet.

Als Tracer der FlieRgeschwindigkeit wurden Orangeeringesetzt, die 6fters durch
Kehrwasser und die starke Verkrautung in ihrem Keonimen behindert wurden. Die
Probenahme empfiehlt sich zu zweit an beiden Uierseum hangen gebliebene Orangen
schnell wieder befreien zu kénnen. Sonst musserckigri fir eine Querung des Flusses
aufgesucht werden. Zumindest eine Orange sollteeimmterwegs sein.

Die Orangen zeigen auch die Varianz der Fliel3geschgkeit. Wenn sich die Abstande auf
etwa 100 m vergrolRert hatten, wurden die vorderstehhintersten Orangen wieder bei der
mittleren Orange eingesetzt.

In der flieBenden Welle wurde keine nennenswertel®jradation Gber den kurzen Zeitraum
erwartet, das sonnige Wetter konnte in dem flackBwasser aber Photodegradation
geférdert haben. Um Abbauvorgange registrieren @an&n, brauchte man jedoch einen
langeren Flussabschnitt ohne Einleitungen und Zséu

Entwicklung von Temperatur, Leitfahigkeit und Wasseastand

Die Wassertemperatur stieg am Ausgangspunkt indbueg zwischen 11-16 Uhr von 13,6

auf 14,4 °C. Die Leitfahigkeit anderte sich dornv®87 auf 1002 pS/cm. Ein Einlauf am

rechten Ufer aus einer Firma vor der ersten Briwles eine erhdhte Leitfahigkeit von 1270
pnS/cm auf, der Durchfluss betrug aber nur wenigerlpro Sekunde. Alle anderen Zuflisse
hatten eine geringere Leitfahigkeit als die Hase.

Einen deutlichen Verdunnungseffekt durfte es nuebem Bachlauf auf der linken Uferseite

gegeben haben. Der Pegelstand erhdhte sich inberbal4 Stunden um 4 cm.

Am Zusammenfluss von Hase und Dite hat die Diute garingere Temperatur und

Leitfahigkeit (12,5 °C und 714 uS/cm gegenitber 146 und 986 pS/cm). Da keine

Probenahmebehélter mehr zur Verfligung standen té&dmer leider keine Wasserprobe mehr
entnommen werden.
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Entwicklung der Koffeinkonzentration
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Abbildung 11: Konzentrationsverlauf in der flieBenden Welle tber die FlieRdauer

Die Schwankungen sind unerwartet hoch. Wenn derz&wainationsriickgang zwischen
Minute 32 und 55 auf den einen Bach zurlickzufulsgnvurde dessen Durchfluss nicht so
gro3 vermutet. Der neuerliche Anstieg lasst sicbtn@al nicht aus den rdumlichen
Gegebenheiten erklaren, aufer durch eine versteEkieitung der Anwohner. Alle
Leitfahigskeitswerte waren aber unauffallig. Erse diute wirde den Effluent aus der
Klaranlage Hellern (siehe Kapitgl3) zufiihren.

Andererseits konnte es sich statt raumlicher aumhtageszeitliche Schwankungen handeln,
obwohl dies ja durch die Herangehensweise vermiededen sollte. Die Stromung ist aber
im Profil nicht einheitlich . Um diese tageszeit@n Schwankungen zu registrieren, hatte
man parallel dazu am Ausgangspunkt in Eversburg dereits dort aufgestellten
Probenehmer zur Erstellung von 12 viertelstindig@oben nutzen konnen. Da diese
Schwankungen nicht in dieser Starke erwartet wufdenHinweis darauf in [Buerge et al. 2]
war zu dem Zeitpunkt noch nicht verdffentlicht), rde dies leider versaumt. Jedenfalls
erscheint hier die Erstellung von Tagesmischprabesinnvoll.
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6.3 Variabilitat der taglichen Frachten

( Bei einer ersten Probenahme im Zeitraum 28.07@#08.06 stellte sich der Extrakt aus der
Klaranlage als gefarbte (evtl. auch Huminstofféhe Flussigkeit dar. Eine Aufgabe auf die
empfindliche GC-Saule wurde aufgegeben. Ein Prdimee wurde daraufhin umgesetzt.
Zwischenzeitlich wurde auch die Filtration optintigr

Die Probenahme lief Uber 12 Tage vom 26.09.06 1@86, jeder Tag startet 18 Uhr. Der
Zeitraum wurde auch gewahlt, weil am 29.09.06 dstee,Tag des Kaffees” stattfand, eine
Marketingkampagne vom Deutschen [Kaffeeverbandg it Produkteinfihrungen und
Gratisproben von Marktfuhrern wie Tchibo und Staksu verbunden war. Es war
1;r2agWUrdig, ob dieser Tag einen messbaren Einffugsdas Konsumverhalten haben wirde

Am 4. Tag wurden nur 1959 ml angesaugt, am 5. Tagdie angesaugte Menge zu gering,
um sie auszuwerten (darum Licken in den Abb. 1IB).Vielleicht war hier die Offnung des
Schlauches verstopft, an einem niedrigen Wasser&t@mm es nicht gelegen haben.

Tabelle 6: Statistik fiir die Werte von Durchfluss,Konzentration und Fracht
wahrend des Probenahmezeitraums 26.09.06 - 08.10(Q&gende in Abb. 8)

Mittelwert Var.koeff.

in m3/s in %
Q1 0,823 21
Q2 0,497 17
in pg/l
C1 0,285 44
C2 0,241 33
in g/d
L1 21,5 74
L2 10,4 34

Der mittlere Durchfluss im Effluent der Klaranlagg? ist im Verhéaltnis zur Has&1
betrachtlich (siehe Tabelle 6). Fur den Pegel Bxegswaren 1951 - 1994 die Werte fur den
mittleren Abfluss MQ = 3,64 m3/s, fur den mittlerdredrigwasserabfluss MNQ 0,976 m3/s
[Trapp]. Hier lag also ein niedriger Pegel vor.

Die Beflurchtung, dassCl unterhalb der Bestimmungsgrenze liegen wirde, teonn
ausgeraumt werden. Im Gegenteil: Wie schon in kaph.1 erwahnt, war die
Koffeinkonzentration in der Hase vor der Klaranl#G&) hoher als dahintelC@). Mit dem in
Kapitel 4.1 vorgestellten Ansatz konnte nun auch die Konzéotraim Effluent der
Klaranlage C2) ermittelt werden.

In Eversburg(3) flieRen taglich durchschnittlich 31,9 g Koffeinnbei .

%2 Sollte der ausgeschenkte Kaffee nicht den Gesdhmdac Kundschaft treffen, wére einiges direkt imde
Ausguss gekippt worden und gerade dieser unverdi@aitee hatte die Fracht erhoht.
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Abbildung 12: Konzentrationsverlauf 26.09.06 - 08.0.06 (Legende in Abb. 8)

Tatsachlich wurde 3 Tage nach dem ,Tag des Kaffees® Verdopplung der Konzentration
(siehe Abb. 12) festgestellt, dies wirde auch neit Aufenthaltszeit in der Klaranlage
zusammenpassen (siehe KapieB). Nur lag diese Konzentrationserhéhung schon in de
Hase flussaufwartsC{l) vor, die Konzentration im EffluentCQ) war an diesem Tag sogar
relativ niedrig.

Werden die Durchflisse mit in die Betrachtung erdgen, kdnnen die Frachten ermittelt
werden. Hier bot sich ein ahnliches Bild (Abb. 13Yerdinnungseffekte kb&nnen
ausgeschlossen werden. Der ,Tag des Kaffees" waraihe falsche Fahrte.
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Abbildung 13: Verlauf der Frachten 26.09.06 - 08.106 (Legende in Abb. 8)

34




Es ist gerade umgekehrt: Die Fracht)(steht in der Hase flussaufwarts mit dem Durclsflus
(Q1) in einem proportionalen Zusammenhang (s. Abb. Ed) die KlaranlagelL@ zu Q2)
gibt es diesen Zusammenhang nicht<£RA.

y =14,907x + 2,915 y=77,327x- 42,122
R%=0,1325 R%?=0,7541
35
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Abbildung 14: Korrelation zwischen dem DurchflussQ und der Fracht L
in der Hase flussaufwartsl und im Effluent der Klaranlage 2

mit Angabe der Gleichungen fiir die Ausgleichsgeradeund deren BestimmtheitsmaR &
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Die Durchflusse sind auch vom Niederschlagsgeschedighangig. Darum wurden die
Niederschlagswerte fur Melle [PM Fr. Wolf], Osnatkiiund Bad Salzuflen (n&chste
Wetterstation zu Melle; beide [Wetteronline]) unié demperaturen fur Osnabrick [Wetter]
herangezogen (s. Abb. 15).

Tatséachlich gab es am 02.10. in Osnabrick einesaxkederschlagsereignis. Nur an 6 Tagen
im Jahr 2006 fiel mehr Niederschlag (an 23 Tagemien keine Daten erhoben werden, das
Maximum lag bei 21 mm). Am 06.10. gab es ein klmseNiederschlagsereignis, das auch in
Melle und Bad Salzuflen registriert wurde. Schaainnsich noch mal die Frachten an (Abb.
13), erkennt man auch an diesem Tag eine Erh6éhung.

Nun ist die Frage, woher diese plétzliche Zunahree Ffacht kommt. Bevor dieser Frage
weiter nachgegangen wird, sollen die flussaufwlégteenden Quellen identifiziert werden.

—=— Temperatur OS

Niederschlag BS

mm bzw. T

Niederschlag ME

—e— Niederschlag OS

L
=

24.9
26.9
28.9
30.9
2.10
4.10
6.10
8.10
10.10

Abbildung 15: Temperatur- und Niederschlagswerte imUntersuchungsgebiet
(OS: Osnabruck, BS: Bad Salzuflen, ME: Melle)
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Flussaufwarts liegen folgende Klaranlagen (Tabélle

Tabelle 7: Liste der flussaufwarts in die Hase eieitenden Klaranlagen (EW: Einwohner).
Aus: Lagebericht des NLWKN 2005

Klaranlage Kapazitdt Belastung davon EW

Belm 16000 16000 12837
Bissendorf 6500 4400 3846
Melle 8000 10500 3748
Natbergen 6500 4800 3846
Rulle 6000 4500 4416
Schledehausen 5500 3400 3255

31948
OS Eversburg 250000 195300 149315

Es fallt auf, dass die Kapazitat der Klaranlag®iile *® nicht auf ihre tatsachliche Belastung
ausgelegt ist. Die Differenz aus Belastung und Bimern (EW) sind die
Einwohnergleichwerte (EGW) aus der Industrie. Da Himzugsgebiet der Hase keine
Kaffeerdsterei oder dhnliches bekannt ist, diirée Kbffeineintrag® allein aus den privaten
Haushalten stammen (EW).

Verteilt man die Fracht aus der Klaranlage Q8 @uf die angeschlossenen EW kommt man
auf einen mittleren Effluent von 0,0695 mg/d. Fie dngleich groRere Fracht flussaufwérts
(L1) stehen nur 31948 EW zur Verfugung (s. Tabelle 7).

Benutzt man die Fracht pro EW im Influent von 158 [Buerge et al. 1] lassen sich jetzt
Eliminationsraten bestimmen. Demnach hatte diedflEage OS téaglich einen Input von 2359
g zu bewaltigen. MitL.2 = 10,4 g/d ergibt sich eine Elimination von 99,6n% einem VK
von nur 0,15 %.

Der gesamte Input im Influent flussaufwarts mus€i®d g/d betragen, die mittlere Elimination
dann nur 95,7 %, VK = 3,28 %.

Dass der Durchfluss keinen Einfluss auf die Leigtdar Klaranlage OS hat, zeigte Abb. 14.
Von den Klaranlagen flussaufwarts sollte man Ahdie annehmen kénnen. An dieser Stelle
sei an die in den Kapitelnl, 2.5 und 5.2 erwahnten Uberlaufereignisse bei
Mischwasserkanalisation erinnert.

Abbildung 16 ist darum etwas suggestiv: Die Bezeicty ,effektive Elimination* ware
passender, da die Klaranlagen bei solchen Eregmissngangen werden. Allerdings soll
auch bei den Klaranlagen flussaufwarts der AnteilMischwasserkanalisation gering sein
[PM Maik Bischoff]l. Bei einem Uberlauf aus einem dRbaltebecken tritt nicht die
Verzdgerung wie beim Passieren einer ganzen Kidgearduf (siehe Kapitél.3).

¥ Wiirde die Klaranlage Melle vor der Hase-Bifurkatiinleiten, flosse ein Teil der Abwasser iber digeHh

die Werre.

% Dieser koénnte sogar noch etwas héher sein, wdildau FlieRBstrecke von den einzelnen Klaranlagen
flussaufwarts zu den Probenehmern schon etwas Adthtigefunden haben musste.
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen Niederschlag O$hd effektiver Elimination, in der Hase
flussaufwarts 1

Mit dem Ansatz aus Kapited.2 kann nun der Anteil ungeklarter Abwasdebestimmt
werden. Prinzipiell stellt Abbildung 17 den gleichusammenhang wie Abbildung 16 dar,
nur wird hier die Beschriftung des Diagramms dergrande liegenden Sachverhalt mehr
gerecht. Bei Annahme einer ,normalen” Eliminatioonv99,6 % wie in der Klaranlage OS
ergibt sich flussaufwarts ein mittlerer Anteiton 3,8 % bei einem VK von 82 %.

Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass die Koffeiohten in der Hase oberhalb der
Klaranlagel.1 gut mit den Niederschlagen in OS korrelieren , Bestimmtheitsmal} liegt bei
0,94.

y = 0,0065x + 0,02
R? = 0,9404
14%
L 2
12% -
10% - /
8%

“— ¢
6o | . .1
4%

O% I I I I I I I
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Abbildung 17: Korrelation zwischen Niederschlag unddem Anteil ungeklarter Abwasserf
in der Hase flussaufwartsl

mit Angabe der Gleichung fir die Ausgleichsgeradend deren Bestimmtheitsmal R2
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Es muss aber auf die rdumliche Variabilitdt desiBischlags hingewiesen werden (Abb. 15).
Man konnte die Niederschlagsmenge gemal der Relefimndas Einzugsgebiet wichten,
kumulieren und damit die Korrelation untersuchen.

Natriumazid stort Leitfahigkeit

Leider wurde durch das Natriumazid eine Messund_a@#fahigkeit verfalscht>. Sonst hatte
man sie mit der Koffeinkonzentration in Beziehuregjzen kdénnen. Da sich Chloride im
Gegensatz zu Koffein sehr konservativ bei der Alsedsehandlung verhalten, durften hier
Uberlaufereignisse keine Rolle spielen. So hatten mar bei einem stetigen Anteil
ungeklarter Abwasser eine Korrelation erwarten lkinrbennoch ergab eine Einsicht in die
Datenbank fur das letzte Quartal 2005 von Maik Badteine positive Korrelation zwischen
Niederschlag und Chlorid. Hier ware eigentlich gggenlaufiger Trend zu erwarten.

Um diesen Nachteil nicht zu haben, konnte man &mschon vorher zusetzen (siehe Ende
von Kapitel3.6).

7 Diskussion

Wahl der Markersubstanz und der Methode
Bis auf einen entlegenen See lag Koffein in didgeeit immer Gber der Bestimmungsgrenze
vor. Tabelle 8 fasst die Daten mehrerer Studiearnnsen.

Wegen der hohen Abbauraten im Menschen halten [Webdil.] Koffein flr einen
ungeeigneten Marker und schlagen vor, die Analgtiit die Metabolite auszurichten; so
hatten [Barber et al. 1] auch 1,7-DimethylxantmmProgramm. Jedoch sind auch diese nicht
vor weiteren Abbau gefeit.

Das zeigt die Arbeit von [Kolpin et al.], in der7iDimethylxanthin nur in 28,6 % der
Messstellen detektiert wurde (Maximum 3,1 pg/l, MedO,11 pg/l). Dies kann auch mit
Problemen in der GC-Saule zusammenhangen (siehegfttan] in Kapitel3.3). Koffein
konnten sie dagegen an 61,9 % bzw. 70,6 % der hdsssnachweisen. Sie untersuchten
Koffein mit zwei unterschiedlichen Methoden, wobdie HPLC der GC/MS bei der
Nachweisgrenze Uberlegen war (0,014 bzw. 0,08 .udlles wird auch auf die
unterschiedlichen Extraktionsmethoden zurickgefifgefilterte SPE bzw. ungefilterte
kontinuierliche Flussig-Flussig-Extraktion (CLLEAllerdings mussten diese Methoden auch
fir 21 bzw. 46 Zielsubstanzen herhalten. Die And #bwesenheit von Koffein an einer
Messstelle stimmte in 83,3 % der Falle Gberein.

Auch fur [Glassmeyeet al.] war die Nachweisgrenze bei Verwendung v@&iMS-ESI(+)
niedriger als mit GC/MS. [Dash] halt zudem die Eoklung von Biosensoren zum
Koffeinnachweis flr mdglich.

[Prosch et al.] meinen, dass sich Koffein bei d@etineméafligen Untersuchung von Pestiziden
problemlos miterfassen lasst und keinen Mehraufvaardtellt, sie benutzten GC/MS.

% Der Einfluss des Nafdiirfte nicht unerheblich sein, da sich auch diéofidhKonzentration in der Hase bei
etwa 150 mg/l bewegt. Die molaren Massen sind flir3&453 g/mol und fir NajN65,01 g/mol. Der
Zusammenhang Konzentration-Leitfahigkeit durfte reiriedrigen Konzentrationen annahernd linear d&én.
der Dissoziation von Naj\entsteht Stickstoffwasserstoffsaure, die mit eirgiedepunkt von 35,7 °C schon bei
Zimmertemperatur ausgasen kénnte. So kdnnte digihajtfeit auch wieder abnehmen.
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Schriftstiick

[Glassmeyer et al.]
[Prosch et al.]
[Buerge et al. 1]
[Kolpin et al.] %
[Barber et al. 2]
diese Arbeit

Tabelle 8: Ubersicht iiber verschiedene Studien zu dffein

#: Anzahl der Probenahmeorte, RL: reporting level MW: Mittelwert (MV: Mecklenburg-Vorpommern)

#

40
20
~ 2336
139
33
S5+2

% auch Klaranlagen und Seen

Untersuchungsgebiet

USA

MV, Dtld.

Schweiz

USA

Boulder Creek, USA
Osnabrtick, Dtld.

RL
in pg/l

0,016
0,05
370,002
0,014
0,028

< 0,007

MW bzw. (m) Median Maximum Haufigkeit > RL
in pg/l in pg/l %
0,046 7,99 70

0,1-0,5 1,27 9,1-100

uneinheitliche Proben 0,25 nur einmal < RL

(m) 0,081 6 70,6
- 0,28 bzw. 0,045*° 86 bzw. 100

0,274 0,619 100

37 Nachweisgrenze wurde mit dem Mittelwert in fogsil&rundwasser plus dreifacher Standardabweichsigetegt

%8 fiir HPLC
% Trocken- bzw. Regenzeit



7.1 Langfristige Konzentrationsédnderungen (zu Kapitel 61)

Fur die Wochenmischproben lohnt sich ein Blick Rrdsch et al.], wo Uber einen Zeitraum
von 12 bzw. 24 Monaten jeden Monat eiffe Probe gezogen wurde. Die héchsten
Konzentrationen lagen im Winter vor. Dies kann eahmit der geringen Wasserfihrung
infolge niedriger Niederschlagsmengen und der Vedeiung des Oberflachenabflusses
durch Eis und Schnee begrindet werden. (Der Wiri86/96 wird von den Autoren auch als
~Extremwinter® bezeichnet.) Zum anderen fuhrt imnfér die geringe Insolation zu einer
geringen Bio- und Photodegradation. Geringe Infgrae und Wasserverbrauch der Pflanzen
laufen diesem Trend aber entgegen.

In dieser Arbeit war kein solcher Trend auszumagchitieicht wegen der milden Witterung.

7.2 Kurzfristige Konzentrationsanderungen (zu Kapitel 62)

Zur Variabilitat innerhalb eines Tages liegen mglavenig Daten vor. [Buerge et al. 2]
untersuchten die Frachten im Tagesgang und konetsnfalls keinen Einfluss des
Durchflusses auf die Elimination feststellen (siek&ranlage OS in Abb. 14). Die

Reinigungsleistung verschlechterte sich also kaa@memem hdheren Durchsatz, sie blieb
stets uber 99 %.

7.3 Mittelfristige Anderungen und Eignung als Marker (zu Kapitel 6.3)

[Buerge et al. 2] bekamen in der Ustermer Aa auehnenswerte Frachten an relativ

trockenen Tagen, was auf einen gleichmafiigen lust dem Pfaffikersee (die dortige

Aufenthaltsdauer wird nicht angegeben) zurtickgefilnd. Das Bestimmtheitsmald lag dort

bei 0,61 und bei 0,91 in der Mdnchaltdorfer Aa (Vgbb. 17).

In der Region Greifensee konnte Uber eine Massambilder Anteil ungeklarter Abwéasser

auf 1-4 % geschatzt werden. Dieser Anteil tragteveder sonst sehr effizienten Elimination

in Klaranlagen zu einem betréchtlichen Teil derchtan bei [Buerge et al. 1]. In [Buerge et

al. 2] wurden fur das jahrliche Mittel voh2-3 % ermittelt. Im Greifensee gab es eine
hockeyschlagerartige Korrelation flirund Niederschlag, d.h. ein Uberlauf findet erst ab
einem bestimmten Schwellenwert flr Niederschlaty.sta

Die Eliminationsrate der Klaranlage OS stimmt méindin [Buerge et al. 1] angegebenen
Mittelwert iiberein*

Zur Eignung von Koffein als Marker gibt es unteliscliche Befunde:

Bei [Glassmeyer et al.] korrelierte es nicht miaRhazeutika. [Prosch et al.] konnten keine
Korrelation der Koffeinkonzentrationen mit den Kengrationen fir Pestizide, Trichlor- und
Tetrachlorethylen, EDTA und NTA feststellen (woldges fur die beiden letzten Substanzen
denkbar gewesen ware, da sie in Waschmittelrezapfiir den Hausgebrauch auftauchen).
Bei [Buerge et al. 2] erwies sich Koffein als gewter Marker fur Phosphor , obwohl die
hydrophilen Eigenschaften der beiden Stoffe seheraohiedlich sind (P neigt dazu an Fe
und AbO3 zu sorbieren). Bei einer Elimination in der Kl&iege von 96-98 % flhrten diese
Uberlaufereignisse zu ahnlichen Frachten von Playspte im regularen Effluent.

Die Frage ist also weiterhin, fur welche Stoffehsemhand der Koffeinkonzentration, und mit
Hinblick auf die Anteile von Mischwasser und ungetém Wasser, Frachten ermitteln
lassen, wenn einmal deren typische Eliminationarbgstimmt wurden.

%0 5o ist man den Schwankungen ausgesetzt, Mischproligen besser geeignet, waren dort aber nicht
verflgbar

1 SchlieRlich bedeutet die mittlere Koffeinkonzetitna in der Hase von 0,279 ug/l schon eine Gefatgdies
Krallenfrosches (s. Kapit&.6).



8 Ausblick

Eignung von Flie3gewassern zur Klarung des Ursprungeiner Kontamination

Hat man in einem Gewasser eine Verunreinigung désstdjt, so lasst sich deren Ursprung in
einem FlieBgewasser weitaus leichter als in einemesden Gewasser identifizieren. Da die
horizontale Durchmischung des Epilimnions auchinem stehenden Gewasser rasch erfolgt,
missen an dessen Ufer alle Einleitungen Uberpréfden. Im Fluss hingegen kann eine
binare Suche durchgefihrt werden: mit einer Prolmer@aam Auslauf und einer in der Mitte
des jeweiligen Abschnitts.

So kann jedes Mal eine Halfte des Gewéssers audgsesen werden, sollte es sich
tatsachlich nur um eine einzige Einleitung handalr. diese Weise kommt man mit 2*lpg
Probenahmen aus, wenn n die Anzahl der EinleituAdeschnitte darstellt. Nachteilig bei
diesem Verfahren ist nur, dass fur den jeweils stirh Schritt erst das Ergebnis des
vorherigen abgewartet werden muss — dies rechecletabier, wenn der Aufwand von der Zahl
der Proben stark abhangig ist.

(vgl. Anhang V 1.3.3 ,Uberwachung zu Ermittlungsoken® in der EU-Wasserrahmen-
[Richtlinie])

Eignung von stehenden Gewassern zur Bestimmung dingfristigen Immission

Stehende Gewasser sind hingegen besser geeignet,die@mlangfristige Immission
darzustellen, da die lange Aufenthaltszeit kurtiffesImmissionsschwankungen abdampft. In
den gemalfigten Breiten wird man es meist mit eidemktischen See zu tun haben. Hier
muss beachtet werden, dass in einem tiefen Seeemdilder Winter- und Sommerstagnation
fur eine Verdiinnung nur das Epilimnion zur Verfugwteht. Da die Tiefe der Sprungschicht
zeitlich und rdumlich nicht einheitlich ist, sindrzKonzentrationsbestimmung des gesamten
Wasserkdrpers der Frihling und der Herbst geeignete

Brauchbarkeit von Koffein in einem konkreten Fall an der Uni Osnabriick

Eine Gruppe von Geographiestudenten aus Osnabritek ULeitung von Prof. Likenga
untersuchte im Sommer 2005 auch die WasserqualtaKasasire in Malawi. Man

beschrankte sich auf einige chemische Parameter dar Ammonium/Ammoniak- und der
Nitrit- und Nitratgehalt), weil eine Bestimmung Ibakeller Indikatoren vor Ort zu aufwendig
gewesen ware. Sie ware auch spater in Osnabridit sionvoll gewesen, da diese
Bestimmung zeitnah zu erfolgen hat (siehe KadijeKuhl gelagerte und mit einem Mittel
gegen mikrobiellen Abbau versehene Proben hattérdenihier vorgestellten Methodik die
Bestimmung einer fakalen Kontamination erméglicht .
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9 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Etablierung einer Methode Quantifizierung einer Kontamination
von FlieBgewassern mit fakalen Abwassern anthrapage Ursprungs anhand der
Koffeinkonzentration. Auch der Anteil ungeklartebwasser sollte so ermittelt werden.

Im Fluss Hase bei Osnabriick/Deutschland wurderr daiitliche (kurzfristige (innerhalb 2,5
Stunden), mittelfristige (innerhalb 12 Tagen) umddfristige (innerhalb 8 Wochen)) und
raumliche Konzentrationsdnderungen gemessen. Diezéfdrationen im Effluent der
Klaranlage Osnabriick konnten nicht gemessen, avechnet werden.

Koffein ist eine weit verbreitete Droge und stamrot allem aus dem Kaffeekonsum, der
2004 in Deutschland pro Person 6,4 kg in 151 | \Blaasismachte. Etwa 5 % werden vom
Menschen unmetabolisiert ausgeschieden. In der Wnhnaees eine ausreichende Persistenz.

Mikrobielle Abbauvorgénge bei der Lagerung im audtisthen Probenehmer wurden durch
Natriumazid zusatzlich verhindert, es verfalsciteraeeine Messung der Leitfahigkeit.

Ein erster Elutionsschritt bei der SPE mit Hexaaileachtigte nicht die Wiederfindung, die
75 % betrug. Dimethylxanthine (Metabolite von Kaffe waren wenig geeignet fir eine
Analyse im GC/MS. Tailing im Koffein-Peak storte embauch dessen Integration,
maoglicherweise ist es flr die Aufgabe auf die G@i8&u polar.

Im Verhaltnis Identifier-lon zu Qualifier-lon ergaich ein Variationskoeffizient (VK) von 8
% fiir *)C-Koffein bzw. 5 % fiirC-Koffein. Die Bestimmungsgrenze lag bei 7 ng/l élie
Injektion aus einem Vial bzw. bei 1 ng/l fir digdktion aus einem Mikroinsert.

In der flieBenden Welle kdnnte es sich statt racimeli auch um kurzfristige zeitliche
Schwankungen gehandelt haben.

Bei der langfristigen, wie auch bei der mitteligen Messung waren die
Koffeinkonzentrationen in der Hase vor der KlargeldMittelwert (MW) = 0,292 bzw. 0,285
pg/l ) geringfugig hoher als dahinter (MW = 0,27zb 0,274 pg/l), der Effluent fuhrte also
sogar zu einer Verdinnung in der Hase.

Auch sind die Schwankungen hinter der Klaranlaggnkir (VK = 62 bzw. 44 % ggu. 28 %
bzw. 26 %), sie wurden durch die gleich bleibendisiung der Klaranlage nivelliert.

Eine Konzentrationszunahme im Winter war nichtZestellen, vielleicht wegen der milden
Witterung. Der erste ,Tag des Kaffees" hatte eblnfkeinen Einfluss auf die

Koffeinkonzentrationen.

Die mittlere Koffeinfracht betrug im Zeitraum 26.08 - 08.10.06 in der Hase vor der
Klaranlage 21,5 g/d (VK = 74 %), im Effluent 10,A¢VK = 34 %).

Der Durchfluss hatte keinen Einfluss auf die Leigtuder Klaranlage Osnabrick, ihre
Eliminationsrate lag bei 99,6 % (VK = 0,15 %). Kie Klaranlagen flussaufwérts betrug sie
nur 95,7 % (VK = 3,28 %).

In der Hase vor der Klaranlage bestand eine leipbsitive Korrelation zwischen Fracht und
Durchfluss (Bestimmtheitsmal® = 0,75). Dies war @ag Niederschlagsgeschehen und damit
verbundene Uberlaufereignisse aus Mischwasserlksatialn zurtickzufilhren. So war die
Korrelation zwischen den Frachten und den Nieddigeim in Osnabrick auch besser
(Bestimmtheitsmald = 0,94).

Ein starkes Niederschlagsereignis (15 mm) gingezintit einer Verdreifachung der Fracht.

In der Hase vor der Klaranlage betrug der Antegaktarter Abwasser 3,8 % (VK = 82 %).
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summary for'Analysis of Caffeine as a Wastewater Marker in Riv  ers’

The object of this thesis was to establish a metlwodquantifying the contamination of
running waters with anthropogenic fecal wastewatethe basis of caffeine concentrations.
Also the fraction of untreated wastewater shoulddtermined.

Hence in the river Hase nearby Osnabrick/Germanpaeal (short-term (within 2.5 hours),
medium-term (within 12 days) and long-term (wittfBhweeks)) and spatial changes of
concentrations were measured. The concentratiotieirffluent of the wastewater treatment
plant (WWTP) Osnabriick could not be measured buonpeed.

Caffeine is a widespread drug and originates maintyn coffee consumption, which
constituted in Germany 6.4 kg in 151 L water paspe in 2004. About 5 % of the digested
caffeine is excreted unmetabolized. In the envireninit has a sufficient persistence.

Biodegradation during the storage in the automatedple drawing device was additionally
prevented by sodium azide, however it falsifiedesasurement of the conductivity.

A first elution with hexane in the solid phase axtron did not impair the recovery, which
amounted to 75 %. Dimethylxanthine (a metabolitecaffeine) was less suitable for an
analysis via gas chromatography-mass spectrométaying within the caffeine peak
disturbed its integration, too. Possibly it is fwalar for the column.

The coefficient of variation (CV) for the ratio a@fentifier to qualifier ion was 8 % forC-
caffeine and 5 % fot°C-caffeine. The limit of quantification was 7 ng' tfor the injection
from a vial and 1 ng t for the injection from a micro-insert.

The fluctuations in the running water could alsoeh@merged from a short-term temporal
causation instead of a spatial causation.

In both the long-term and the medium-term measungneaffeine concentrations in the river
Hase upstream of the WWTP (arithmetic mean (AM).292 and 0.285 pg'l, resp.) were
slightly higher than downstream (AM = 0.277 and7@.21g L%, resp.), thus the effluent even
led to a dilution in the river.

Also the fluctuations downstream of the WWTP araléen (CV = 62 and 44 % compared to
28 % and 26 %, resp.), they were levelled by thdinaous performance of the WWTP.

A concentration increase in the winter was not olext perhaps because of the mild weather.
The first ‘Day of Coffee’ had likewise no influenoa caffeine concentrations.

The mean caffeine load in the river Hase upstrebtheoWWTP from September 26, 2006 to
October 08, 2006 was 21.5 g (CV = 74 %), in the effluent it was 10.4 § (CV = 34 %).

The flow rate did not affect the performance of YW&TP Osnabriick, its elimination rate
was 99.6 % (CV = 0.15%). For the WWTPs upstreawai only 95.7% (CV = 3.28 %).

There was a small positive correlation betweenldle and the flow rate in the river Hase
upstream of the WWTP (coefficient of determinatm®.75). This was due to precipitation
and associated combined sewer overflows. Thus oheslation between the load and the
precipitation in Osnabriick was better (coefficiehtletermination = 0.94).

A strong precipitation event with 15 mm led toiglication of the load.

On the upstream side the fraction of untreatedevessier amounted to 3.8 % (CV of 82 %).
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