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BG Bestimmungsgrenze

FSM Flammschutzmittel

GC Gaschromatographie

KA Kläranlage

LLE Flüssigextraktion

M/z Masse zu Ladungs-Verhältnis

MS Massenspektrometrie

MW Mittelwert

NG Nachweisgrenze

NOEC No observed effect concentration

NRW Nordrhein-Westfalen

RSD Relative Standardabweichung

Rt Retentionszeit

SIM Selected ion monitoring

SPE Festphasenextraktion

TBEP Tris(butoxyethyl)phosphat

TCEP Tris(chlorethyl)phosphat

TCPP Tris(2-chlorpropyl)phosphat

TDCP Tris(dichlorpropyl)phosphat

TiBP Tri-iso-butylphosphat

TnBP Tri-n-butylphosphat

TPP Triphenylphosphat
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Umwelt1   Einleitung

Flammschutzmittel (FSM) sind organische oder anorga-

nische Verbindungen, welche insbesondere Holz und

Holzwerkstoffe, Kunststoffe und Textilien flammfest

machen sollen. Sie verhindern die Entflammung der zu

schützenden Stoffe, behindern die Entzündung und

erschweren die Verbrennung [Römpp 1997]. 

Die für Holz verwendeten FSM werden dort auch Feuer-

oder Brandschutzmittel genannt. Sie werden meist auf das

Holz aufgebracht und können feuererstickend, verkoh-

lungsfördernd sowie sperr- und dämmschichtbildend wir-

ken. Der breite Einsatz und die zunehmende Verwendung

von Kunststoffen erfordert auch hier eine genügende

Flammfestigkeit, da z.B. Polyethylen und Polypropylen

eine einmal gestartete Verbrennung von selbst unterhalten.

Der Einsatz von Flammschutzadditiven erfolgt bei brenn-

baren Polymeren bereits während der Herstellung, wobei

dies mit den gewünschten Eigenschaften des Kunststoffes

vereinbar sein muss. Die in Kunststoffen eingesetzten FSM

kann man in vier wesentliche Gruppen unterteilen [Römpp,

1997]. Spezielle anorganische Verbindungen, wie Alumini-

umhydroxidhydrate oder Ammoniumphosphate werden

ebenso eingesetzt wie halogenierte organische Verbindun-

gen (z.B. Chlorparaffine, bromierte Diphenylether oder

Tetrabrombisphenol A). Organische Phosphorverbindun-

gen (Phosphate, Phosphonate) sowie deren halogenierten

Derivate (z.B. Tris(2-chlorethyl)-phosphat, Tris(2-chlor-

propyl)-phosphat, Tris(2,3-dibrompropyl)-phosphat)  bilden

die weiteren Gruppen der eingesetzten FSM. Phosphorver-

bindungen hemmen den Verbrennungsprozess von Kunst-

stoffen durch die Ausbildung einer verkohlten Deckschicht

an der Polymeroberfläche durch die entstehenden Phos-

phorsäure [Römpp, 1997]. Auf diese Weise wird die Sauer-

stoffzufuhr behindert und das Fortschreiten der oxidativen

Zersetzung erschwert. Die Kombination von Phosphorsäure-

estern mit Füllstoffen wie z.B. Aluminiumtrihydrat, führt im

Brandfall zur Ausbildung von festen Schlackeschichten,

welche ebenfalls die Sauerstoffzufuhr unterbrechen.

Gleichzeitig wirken die Phosphorsäureester, in ihrer

Eigenschaft als Weichmacher, der Versprödung des Kunst-

stoffes durch anorganische Füllstoffe entgegen [Metzger &

Möhle, 2001]. Die oftmals in Kunststoffen verwendeten

Halogenverbindungen setzen bei erhöhter Temperatur

Halogenatome frei, welche die Verbrennung unterhaltende

Radikale abfangen und somit die Kettenreaktion abbrechen. 

Eine Marktstudie für das Jahr 1998 gibt den weltweiten

Gesamtverbrauch an FSM mit 1,14 Millionen Tonnen an

[Davenport et al., 1999]. Allein in Deutschland wurden

1997 rund 95.000 t Flammschutzmittel verwendet. Ca. 15-

20% dieser Menge wird durch halogenierte und nichthalo-

genierte, organische Phosphatverbindungen repräsentiert.

In Westeuropa wurden 1998 rund 360000 Tonnen FSM

verbraucht, die Anteile einzelner Substanzgruppen sind in

Abbildung 1 dargestellt [Metzger & Möhle, 2001]. Der

internationale Weltmarkt, der 1996 bei geschätzten

800.000 t lag, wird mit rund 38% Verbrauch (ca. 316.000 t)

von den USA dominiert, gefolgt von Europa und Asien mit

jeweils rund 30%. 



Auslöser des stetig steigenden Verbrauchs an Flamm-

schutzmitteln war ein höheres Sicherheitsbedürfnis beson-

ders in öffentlichen Räumen, sowie der Ersatz von früher

verwendeten, toxikologisch und ökotoxikologisch bedenk-

lichen Flammschutzmitteln, wie z.B. bromierten Substan-

zen [Ljung 1996]. Die bromierten Verbindungen können

die Umwelt auf Grund ihres aktiven Eingriffs in den

Hormonhaushalt belasten. Die hohe Lipophilität kann zu-

dem zu einer Anreicherung dieser Substanzen in Umwelt

und Nahrungskette führen. Des Weiteren können aus sämt-

lichen halogenierten FSM unter hoher Temperatur Dioxine

und Furane entstehen. Das Umweltbundesamt fasste die

FSM in insgesamt fünf Gruppen zur toxikologischen Be-

deutung zusammen [UBA, 2001]. Während auf die Anwen-

dung von bromierten FSM verzichtet werden sollte, sind

einige anorganische Substanzen unproblematisch (z.B.

Aluminiumtrihydroxid). Zur Anwendung in Polymeren

sind jedoch gerade die Eigenschaften der organischen

FSM, besonders der Phosphorsäureester essentiell. 

Das Anwendungsspektrum der FSM ist enorm. Sie werden

hauptsächlich in folgenden Bereichen eingesetzt [AssTech,

2004]:

Gebäude : Dämmungsmaterial, Wasserrohre, 

Fassadenverkleidung, Kunststoff-

folien, Harze

Elektrogeräte : Monitorgehäuse, Kabel, Steck

dosen, Sicherungskästen, Leiter

platten, Computer, Haushaltsgeräte

Möbel und Textilien : Polstermöbel, Überzüge, 

Matratzen, Vorhänge, Teppiche, 

Schaumstoffe

Fortbewegungsmittel : Sitzpolster, Sonnenblenden, 

Teppiche, Innenverkleidungen

Umwelt
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Abbildung 1 Flammschutzmittelverbrauch in Westeuropa 1998
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Der größte Abnehmer für FSM ist die Kunststoffindustrie.

Organische FSM können bis zu 30% und anorganische sogar

bis zu 80% des Kunststoffes ausmachen [Brüggemann,

2004; AssTech, 2004]. 

Chlorierte Alkyl- und Arylphosphate finden als Flamm-

schutzmittel hauptsächlich in Kunststoffen, Baustoffen,

Textilien, Papier, Hydraulikflüssigkeiten sowie als Weich-

macher in Polyurethanschäumen und -kunststoffen Anwen-

dung [Leisewitz et al., 2000a,b; Ljung, 1996; Sagunski et

al., 1997; Friedle, 2001; Kawagoshi et al., 1996;

Ingerowski et al., 2001]. Billige Massenkunststoffe wie

Polyethylen und Polypropylen können nur unter Verwen-

dung von FSM in Bereichen mit hohem Brandrisiko-

potenzial, wie Elektro- und elektronische Geräte, einge-

setzt werden.

1.1 Halogenierte Organophosphate

1.1.1 Tris(2-chlorethyl)phosphat TCEP

TCEP dient neben seinen Eigenschaften als FSM auch als

Weichmacher und wird hauptsächlich in Polyurethan-

schaumstoffen, Klebstoffen, Lacken, Farben und weiteren

Beschichtungsmitteln verwendet [BUA, 1988]. TCEP

wird vor allem als Weichmacher und Viskositätsregulator

mit flammhemmenden Eigenschaften eingesetzt (Pro-

duktblatt Hoechst Reg.-Nr. 6.2.). Die Diskussion um die

Problematik der polybromierten Biphenylether führte in

der Vergangenheit zur vermehrten Produktion von TCEP.

Der geringe LogPOW von 1,63 und die Wasserlöslichkeit von

0,9 g/l deuten auf eine sehr mobile Verbindung hin, eine

hohes Bioakkumulationspotenzial liegt nicht vor. Die

Absorptionsneigung an Gewässerschwebstoffen wurde nach

ARGE [2000] auf 200 – 400 l/kg (Schwebstoff-Wasser-

Verteilungskoeffizient) abgeschätzt, was einer Feststoff-

absorption von nur wenigen Prozent entspricht. Der Einsatz

von TCEP wurde auf Grund tierexperimentell ermittelter

Cancerogenität und Neurotoxizität [Industrie B.d.c. 1995]

in den letzten Jahren eingeschränkt und vermehrt auf TCPP

zurückgegriffen [Fooken et al., 2000]. In der EU wird die

Verbindung nicht mehr produziert und der Einsatz damit

dramatisch reduziert. Dennoch kann der Import von TCEP-

haltigen Gütern zum Freisetzen der Verbindung auch in

Europa führen. Während der Eintrag in die Umwelt durch

Abluft bei der Produktion und Verwendung von TCEP ver-

mutlich gering ist, besteht auf Grund der Flüchtigkeit der

Verbindung die Gefahr der langsamen Freisetzung aus

TCEP-haltigen Materialien. Die Verwendung solcher Pro-

dukte führt über das Abwasser zum Eintrag der Verbindung

in die Vorfluter, und auch fernab von Produktionsstätten

wird TCEP ins Oberflächenwasser eingetragen [BUA

1988]. Zudem kann der Eintrag in die Umwelt über

Deponiesickerwasser erfolgen [BUA 1988]. 

O

P OO

O

C l

C l

C l

Summenformel : C 6H12CI 3O 4P

CAS - Nummer : 115 - 96- 8 

Molare Masse [g/mol] : 283,95

LogPow : 1,63

Wasserlöslichkeit [g/l] : 0,9 (25  °C)



1.1.2 Tris(2-chlorpropyl)phosphat (TCPP)

Heute wird TCPP als Ersatz für das in der Vergangenheit

häufig eingesetzte TCEP verwendet, welches im Tierex-

periment neurotoxische Wirkung zeigte [Industrie B.d.c.

1995]. Vergleichbare Untersuchungen für TCPP gibt es

derzeit nicht. Das Anwendungsspektrum entspricht wei-

testgehend dem von TCEP. TCPP wird somit unter ande-

rem auch für Schaummaterialien (Polyurethanschäume) in

Matratzen und Polstermöbeln eingesetzt [UBA, 2001]. Auf

Grund der verzweigten Alkylketten besitzt TCPP einen

höheren LogPOW als TCEP und könnte somit etwas besser

an Sediment oder Schwebstoffen sorbieren. Die Absorp-

tionsneigung von TCPP an Gewässerschwebstoffen wur-

den nach ARGE [2000] auf 1000-2400 l/kg (Schwebstoff-

Wasser-Verteilungskoeffizient) abgeschätzt, was einer

Feststoffabsorption von nur wenigen Prozent entspricht.

Über das kommunale Abwasser könnte TCPP ebenfalls ins

Oberflächenwasser gelangen. Die Bewertung von FSM aus

toxikologischer und ökotoxikologischer Sicht ergab, dass

es sinnvoll ist den Einsatz von TCPP zu mindern und die

Substitution durch eine verträglichere Verbindung ange-

strebt werden sollte [UBA, 2001].   

1.1.3 Tris(dichlorpropyl)phosphat  (TDCP)

TDCP wird vorwiegend als Weichmacher mit flammhem-

menden Eigenschaften in Polyurethanen eingesetzt. Poly-

urethanschaum findet in der Textil-, Bau- und Möbel-

industrie und im Innenausbau der Automobilindustrie

(Dachhimmel, Türverkleidung) Verwendung. Der Einsatz

von TDCP wurde in den letzten Jahren zunehmend einge-

schränkt, die Verbindung wird jedoch für Spezialprodukte

weiterhin verwendet.

Umwelt
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O

P OO

O

C l

C l

C l

Summenformel : C 9H18CI 3O 4P

CAS - Nummer : 13674 - 84- 5 

Molare Masse [g/mol] : 327,55

LogPow : 2,89

Wasserlöslichkeit [g/l] : 1,6 (20 °C)

O

P OO

O

C l

C l

C l

C l C l

C l

Summenformel : C 9H15CI 6O 4P

CAS - Nummer : 13674 - 87- 8 

Molare Masse [g/mol] : 430,91

LogPow : 3,65

Wasserlöslichkeit [g/l] : <0,1(20 C)



1.2   Nichthalogenierte Organophosphate

Bei Tributhylphosphat, Triphenylphosphat und Tris(buto-

xyethyl)phosphat handelt es sich nicht um FSM. Aufgrund

der Umweltrelevanz und der strukturellen Ähnlichkeit mit

TCEP und TCPP wurden diese Verbindungen in die analy-

tische Methode integriert und bei einigen Untersuchungs-

reihen mit erfasst.

1.2.1 Tributhylphosphat (TBP)

TBP wird als Lackbestandteil und ebenso wie TPP als

Weichmacher von plastischen Massen eingesetzt. Der mitt-

lere LogPOW von 3,82 lässt bei der guten Wasserlöslichkeit

noch eine hohe Mobilität der Verbindung vermuten. Nach

Fooken et al. [1997] ist jedoch mit einer geringen An-

reicherung im Boden zu rechnen. Laut BUA [1991] wird

TBP vornehmlich in Hydraulikflüssigkeiten eingesetzt, da

diese Öle nicht korrosiv sind. Weitere Anwendungsgebiete

sind die Betonherstellung (als Entschäumer) sowie die

Textil- und Papierindustrie. 

13
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O

P OO

O

Summenformel : C 12 H27O 4P

CAS - Nummer : 126 - 73- 8 

Molare Masse [g/mol] : 266,16

LogPow : 3,82

Wasserlöslichkeit [g/l] : 6 (20 °C)

1.2.2 Triphenylphosphat (TPP)

TPP wird wie TBP als Weichmacher von plastischen

Massen als Lackbestandteil eingesetzt. Zudem findet es

Anwendung in Gehäusen von elektronischen Geräten

(z.B. Monitoren).

Summenformel : C 18H15O 4P

CAS - Nummer : 115 - 86- 6 

Molare Masse [g/mol] : 326,07

LogPow : 4,70

Wasserlöslichkeit [g/l] : 0,001 (25  °C)

O

P OO

O



1.2.3 Tris(butoxyethyl)phosphat (TBEP)

TBEP findet Verwendung als Weichmacher in Boden-

pflegemitteln, Kunstoffen und Gummi. Zudem wird

TBEP häufig Schaumstoffen zugesetzt [WHO, 2000].

Das weltweite Produktionsvolumen für TBEP wird auf

bis zu 6000 t/Jahr geschätzt und auf Grund der unvoll-

ständigen Eliminierung während der Klärwerkspassage

kann es zum Eintrag in die Oberflächengewässer kommen

[WHO, 2000].

1.3 Eintrag in die Umwelt

In den letzten Jahren wurden Alkyl- und Arylphosphate

weltweit untersucht und nachgewiesen, wie Studien und

Veröffentlichungen aus Japan [Otoka et al. 2001;

Kawagoshi et al., 1999], Australien [NICNAS 2001], den

USA [Aston et al., 1996; Thruston et al., 1991],

Skandinavien [Paxeus, 1996; Nilsson et al., 2001;

Carlsson et al., 2000], Frankreich [Deroux et al., 1996],

den Niederlanden [Stee, et al., 1999; Hankemeier et al.,

1999] und Deutschland [Fries & Püttmann 2001; Prösch

et al., 2000; ARGE, 2000] zeigen. Abbildung 2 veran-

Umwelt
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O

P OO

O

O

O

O

Summenformel : C 18H39O 7P

CAS - Nummer : 78- 51 - 3 

Molare Masse [g/mol] :  398,24

LogPow : 3,00

Wasserlöslichkeit [g/l] : 0,002 (25  °C)

O

P OO

O

O

O

O
O

P OO

O

O

O

O

schaulicht mögliche Eintragspfade der FSM in Wasser

und Luft, sowie deren Verbleib in der Umwelt.

Da die Analyten mit bis zu 30 Gew - % [AssTech, 2004;

Friedle, 1999]  in den Zielprodukten enthalten sind, können

sie während der Produktion und nach Fertigstellung der

Produkte freigesetzt werden. Sowohl die Emission in die

Innenraumluft [Hansen et al., 2001; Nilsson et al., 1997]

als auch der Austrag in Abwasser [ARGE, 2000; Metzger &

Möhle, 2001] ist nachweisbar.

Das in erheblichem Umfang in Bauprodukten als Flamm-

schutzmittel eingesetzte TCPP zeigte insbesondere in

Montage- und Dämmschäumen erhebliche Emissionsraten

zwischen 40 und 70 µg/m2h (UFOPLAN, 2004). Für TPP

ergaben sich in einem Montageschaum Emissionsraten von

130 ng/m2h (UFOPLAN, 2004). Angaben aus der Literatur

weisen darauf hin, dass die FSM in der Innenraumluft im

wesentlichen partikelgebunden vorliegen [Clausen et al.

1999]. 

In das Abwaser können die phosphororganischen Ver-

bindungen direkt über den Einsatz in Reinigungsmitteln

(z.B. TBEP) oder über den Hausstaub gelangen [Hansen et

al, 2001]. Durch Wasch- und Reinigungsvorgänge werden

die Organophosphate dann ins Abwasser eingetragen. Da

FSM auch in Kunststoffen für Wasserrohre eingesetzt wer-

den [Asstech, 2004], kann die Migration von FSM aus

Hausinstallationen (Spülenanschluss) ins Wasser nicht aus-

geschlossen werden. Über das Abwasser können die

Analyten in Oberflächen-, Grund- und auch ins Trinkwasser

gelangen. Erste Untersuchungen in der Elbe und deren

Nebenflüssen bestätigen das Vorkommen der Analyten in

schwebstoffbürtigen Sedimenten [ARGE, 2000].

Der vielfältige Einsatz der Flammschutzmittel führt dazu,

dass die organisch substituierten Triphosphate ubiquitär

nachweisbar sind. Für Deutschland liegen für die hessi-

schen Fließgewässer und Kläranlagenabläufe umfangreiche

Untersuchungen für die vier Verbindungen Trimethyl-,

Triethyl-, Tributyl- und Tris(2-chlorethyl)-phosphat (TCEP)

aus den Jahren 1992 und 1994 bis 1996 vor [Fooken et al.
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Abbildung 2 Eintragspfade von Alkyl- und Arylphosphaten in die Umwelt; nach Grundmann [2000]
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Ozean
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Trinkwasser

1997]. Eine Kontamination durch Trimethylphosphat lag

nur in einem untersuchten Kläranlagenablauf mit 0,6 µg/l

vor (Bestimmungsgrenze: 0,5 µg/l). Triethylphosphat wurde

in Konzentrationen <0,1 –0,4 µg/l gefunden. Nur in einem

industriellen Kläranlagenablauf wurden einmalig 6 µg/l

nachgewiesen. Für TBP wurden in der Regel Werte im

Bereich kleiner der Nachweisgrenze und 1 µg/l gefunden.

TCEP wurde in den untersuchten kommunalen Klär-

anlagenabläufen mit 0,2–4,7 µg/l gefunden, dagegen in

industriellen Kläranlagen mit Spitzenwerten bis 150 µg/l

detektiert. In den Fließgewässern lagen die Werte zwischen

0,1–1,3 µg/l. Die Werte, die in Hessen für die vier

Verbindungen analysiert wurden, sind vergleichbar mit

Werten aus Nordrhein-Westfalen [Fooken et al., 1997]. Aus

dem Jahr 2001 liegen Werte zu dem Vorkommen verschie-

dener phosphororganischer Flammschutzmittel in 21

Kläranlagen aus Baden-Württemberg vor [Metzger &

Möhle, 2001]. Hier wurden vor allem auch TCEP (MW 1,9

15
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µg/l), TCPP (MW 2,29 µg/l) und TDCP (MW 0,03 µg/l)

detektiert. Bei Kläranlagen mit einem erhöhten industriel-

len Schmutzwasseranteil wurde TBEP, welches nicht als

Flammschutzmittel sondern als Weichmacher Verwendung

findet, in Konzentrationen bis 11,56 µg/l gefunden.

1.4 Ökotoxikologische Daten der
Organophosphate

Organisch substituierte Triphosphate wirken teilweise

schon in geringen Konzentrationen auf aquatische

Organismen toxisch [Kuhlmann, 1991]. Die aquatische

Toxizität auf Fische, Algen und Daphnien liegt für TCEP

bei 2-10 mg/l (NOEC) [IUCLID, 1995a,b]. TCEP ist in

die Wassergefährdungsklasse 2 (wassergefährdend) einge-

stuft und besonders problematisch, da es eine hohe

Langzeitstabilität aufweist. Zur Wirkung von TCEP auf

den Menschen liegen noch keine gesicherten Ergebnisse

vor. Die Aufnahme der Triphosphate nach Emission aus

Primärquellen kann sowohl inhalativ, oral, als auch resorp-

tiv erfolgen. Im Tierexperiment mit Ratten konnten eine

krebserzeugende Wirkung und Neurotoxizität von TCEP

festgestellt werden [Industrie B.d.c., 1995]. In der Gefahr-

stoffliste 1998 vom Berufsgenossenschaftlichen Institut für

Arbeitssicherheit wird TCEP inzwischen als ein Stoff mit

möglicher krebserregender Wirkung und als ein Stoff, der

wegen möglicher Beeinträchtigung der Fortpflanzungs-

fähigkeit des Menschen zur Besorgnis Anlass gibt, aufge-

führt. Eine toxikologische Bewertung von TCEP liegt als

Programm zur Verhütung von Gesundheitsschädigungen

durch Arbeitsstoffe von der Berufgenossenschaft der che-

mischen Industrie vor [Industrie B.d.c., 1995]. Im Februar

1998 wurde von der SPD im Bundestag ein Antrag

(13/10853) gestellt, der das Verbot von TCEP auf EU-

Ebene in verbrauchsnahen Produkten fordert. Für TCEP

wird vom UBA ein vorläufiger PNEC von 65 µg/l angege-

ben [persönliche Mitteilung].

Die aquatische Toxizität (NOEC) auf Fische, Algen und

Daphnien liegt für TCPP bei 2-10 mg/l [IUCLID, 1995b].

TCPP wurde von den Herstellern selbst in die Wasser-

gefährdungsklasse 2 (wassergefährdend) eingestuft [Bayer,

1999; BASF, 1999; IUCLID, 1995b]. TCPP kann eine län-

gerfristig schädliche Wirkung in Gewässern und für

Wasserorganismen haben [Bayer AG, 1999; BASF, 1999;

Great Lakes, 2004]. Unterhalb von 6 mg/l TCPP sind

keine Effekte auf Fische (sowie 9,8 mg/l auf Algen und 32

mg/l auf Daphnien) zu beobachten [UBA, 2001]. Für TCPP

wird vom UBA ein vorläufiger PNEC von 120 µg/l ange-

geben [persönliche Mitteilung].

TBP wird der Wassergefährdungsklasse 2 zugeordnet

[Great Lakes, 2004]. Triphenylphophat (TPP) kann zu

Atembeschwerden führen und wird als giftig für im

Wasser und im Boden lebende Organismen angesehen.

TPP wirkt bereits in Konzentrationen die unterhalb der

Wasserlöslichkeit liegen toxisch. Bereits ab Konzentra-

tionen von 1 mg wirkt TPP tödlich auf Goldfische und

Daphnien [Ahrens, 1978; Great Lakes, 2004].

Eine umfassendere Literaturstudie zum Auftreten und

Verhalten von Triarylphosphaten und Trialkylarylphos-

phaten in Gewässern findet sich im Abschlussbericht an

das Ministerium für Umwelt und Naturschutz, Landwirt-

schaft und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-

Westfalen [Möhle, 2003].
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3 2 Organophosphate in Oberflächenwässern am 

Beispiel der Ruhr

2.1. Einleitung

Die Ruhr wurde als Probenahmegebiet ausgewählt, da sie

zu einem der bestgeschützten Gewässer Europas zählt

und die Hauptversorgungsquelle mit Trinkwasser für ca. 7

Millionen Menschen im Ruhrgebiet darstellt. Es sollte

ermittelt werden ob sich spezielle Eintragsquellen fest-
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Abbildung 3 Übersicht der einzelnen Probenahmestellen entlang der Ruhr 
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stellen lassen. Zu diesem Zweck wurden die Gehalte der

Organophosphate in Kläranlagenabläufen und Neben-

flüssen bestimmt, welche in die Ruhr münden. Eine Auf-

stellung der Probenahmeorte liefert Tabelle 1. Abbildung

3 zeigt die Probenahmepunkte im Ruhrverlauf.
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Tabelle 1    Probenahmeorte an der Ruhr und deren Nebenfl üssen

Probenahmestelle Charakteristika Datum

23 Kläranlagenablauf KA Niedersfeld (4000 Einwohner) 17.09.02

24 Fahne des Kläranlagenablaufs von KA Niedersfeld 17.09.02

25/26 Ruhr stromauf von KA Niedersfeld 17.09.02

27 Ruhr stromauf von Nebenfl uss Neger 17.09.02

28 Ruhr stromab von Nebenfl uss Neger, Betonwerk (keine sichtbare Einleitung) 17.09.02

29 Nebenfl uss Neger 17.09.02

30 Ruhr 17.09.02

31 Blindwert 17.09.02

32 Ruhr 17.09.02

33 Wehr, Ruhr (Heinrichstal) 17.09.02

34 Nebenfl uss Henne 17.09.02

35 Nebenfl uss Gebke 17.09.02

36 KA Meschede 1 (stromab von Henne und Gebke) 17.09.02

37 KA Meschede 2 17.09.02

38 Möhne 17.09.02

39 Ruhr stromab von KA Wildshausen-Arnsberg (98000 Einwohner) stromauf der Möhne 17.09.02

40 Ruhr stromab der Möhne 17.09.02

41 Nebenfl uss Hönne 17.09.02

42 Ruhr stromauf of KA Menden-Bösperde 17.09.02

43 Fahne des Kläranlagenablaufs KA Menden-Bösperde (120.000 Einwohner) 17.09.02

44 Fahne des Kläranlagenablaufs KA Menden-Bösperde 17.09.02

45 Ruhr stromauf der Hönne des KA Menden-Bösperde 17.09.02

46/47 Nebenfl uss Lenne (Autobahn) (stromauf der Kläranlagen in Hagen) 19.09.02

48 Kläranlagenablauf KA Hagen Fley (70.000 Einwohner) 19.09.02

49 Lenne stromauf KA Hagen Fley (70.000 Einwohner)  19.09.02

50 Ruhr stromauf der Lenne und den Kläranlagen in Hagen 19.09.02

51 Kläranlagenablauf KA Hagen Boele (15.000 Einwohner) 19.09.02

52/53/54 Ruhr stromab der Kläranlagen in Hagen und der Lenne 19.09.02

55 Nebenfl uss Volme 19.09.02

56 Ruhr stromauf Kläranlage Oelbachtal 19.09.02

57/58/59 Kläranlagenablauf KA Oelbachtal (160.000 Einwohner) 19.09.02

60 Bucht (Nordufer) Kemnadersee in welche KA Oelbachtal einleitet (Sporthafen) 19.09.02

61 Kemnadersee nach Einleitung KA Oelbachtal stromab Probe Nr. 60 19.09.02

62 Kemnadersee nach Einleitung KA Oelbachtal stromab Probe Nr. 61 19.09.02

63 Ruhr stromab Kemnadersee, KA Hattingen (75.000 Einwohner) 19.09.02

64 Ruhr stromab von KA Burgaltendorf, Steele und Rellinghausen (36000, 54000 und 51000 Einwohner) 19.09.02

65 Ruhr stromab des Baldeneysees und der KA Kupferdreh (51.000 Einwohner) 19.09.02

66 stromab von KA Kettwig und KA Werden (22.000 und 29.000 Einwohner) 19.09.02



2.2 Analytik

An den einzelnen Probenahmestellen wurden jeweils 1l-

Proben gezogen und analysiert. Die Probennahme erfolgte

Mitte September 2002 in einer Periode ohne Nieder-

schläge. Aufgearbeitet wurden die Proben per Flüssig-

Flüssig-Extraktion mit TnBPD27 als internem Standard.

Anschließend wurden die Toluolextrakte eingeengt, die

Messung erfolgte per GC-MS. Da die Wiederfindungsraten

für TCEP bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion gering sind,

wurden parallel drei Proben per Festphasenextraktion ana-

lysiert. Beide Methoden lieferten vergleichbare Ergeb-

nisse.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Halogenierte Flammschutzmittel

Abbildung 4 zeigt die Konzentrationen für TCEP, TDCP

und TCPP. Die gemessenen Konzentrationen der chlorier-

ten Flammschutzmittel liegen im unteren ppb-Bereich. Wie

erwartet waren die Gehalte in der Nähe der Quelle bei

Niedersfeld im Sauerland sehr niedrig. Sie lagen dort bei

<12ng/l für TCEP, < 5ng/l für TCPP und <14ng/l TDCP.

Das Klärwerk Niedersfeld stellt die geographisch erste

Eintragsquelle der FSM dar. Stromab der Ruhr nahmen die

Konzentrationen der Verbindungen zu. In den Abläufen der

beprobten Klärwerke konnten deutlich höhere Konzen-

trationen ermittelt werden. Hier lagen die Höchstwerte bei

150ng/l für TCEP, 380ng/l für TCPP und 120ng/l für TDCP.

Auffällig ist, dass nicht alle beprobten Klärwerke gleicher-

maßen zur Belastung der Ruhr beitragen. Nur bei zwei

Kläranlagen (Hagen und Ölbachtal) konnte eine zusätzli-

che Verschmutzung der Ruhr festgestellt werden. Die übri-

gen Kläranlagen scheinen dabei keine Rolle zu spielen.

Nebenflüsse wie Lenne und Möhne tragen deutlich zur

Kontaminierung der Ruhr bei. Zwei Kläranlagen in Hagen,

welche direkt in die Lenne einleiten, könnten hier die

Ursache der Kontamination der Lenne sein. Die Möhne,

von der bisher angenommen wurde, dass sie von

Kläranlagen kaum beeinflusst ist, zeigt jedoch ebenfalls

eine Belastung mit den FSM. Dieser Effekt ist am deutlich-

sten beim TCPP erkennbar, während er beim TCEP bzw.

TDCP nur schwach ausgeprägt ist (Abbildung 4). Nach

vollständiger Durchmischung der Ruhr mit dem gereinig-

ten Abwasser der Kläranlage Ölbachtal (Probenahmepunkt

60) bleiben die Konzentrationen der halogenierten FSM in

etwa konstant. 
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Abbildung 4 Darstellung der Konzentrationen der halogenierten FSM im Wasser der Ruhr,
 ihrer Nebenflüsse und eingebrachter Kläranlagenabläufe; September 2002
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2.3.2 Nichthalogenierte Organophosphate

Die gemessenen Konzentrationen der nichthalogenierten

Organophosphate liegen in einem ähnlichen Bereich wie

die der chlorierten Flammschutzmittel. In der Nähe der

Quelle in Niedersfeld wurden ausschließlich Gehalte

unterhalb der Bestimmungsgrenze für TiBP, TnBP, TBEP

und TPP ermittelt. Diese stiegen stromab der Ruhr deutlich

an. Auch hier konnte festgestellt werden, dass die

Konzentrationen in den Abläufen der Kläranlagen deutlich

höher liegen. Dabei wurden folgende Werte ermittelt:

110ng/l TnBP, 1900ng/l TiBP und 480ng/l TBEP. Für 

das TPP wurden generell niedrigere Konzentrationen be-

stimmt. Der maximale Gehalt, der in einem Kläran-
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lagenablauf gemessen wurde, betrug 22ng/l, während die

Konzentration am Sporthafen des  Kemnader Sees 38 ng/l

betrug (Abbildung 5). Auch bei den nicht halogenierten

Organophosphaten zeigte sich, dass Nebenflüsse zur

Belastung der Ruhr mit diesen Verbindungen beitragen. Im

Unterschied zu den chlorierten Organophosphaten spielen

neben Lenne und Möhne, auch noch andere kleinere

Nebenflüsse, wie z.B. Henne und Gebke beim TnBP eine

wichtige Rolle. Es wurden Gehalte bis 100ng/l festgestellt

(Abbildungen 5 und 6). TnBP/TPP auf der einen und

TiBP/TBEP auf der anderen Seite zeigen deutliche

Unterschiede im  Eintragsmuster auf. 



Abbildung 5 Darstellung der Konzentrationen von TiBP und TBEP im Wasser der Ruhr, ihrer Nebenflüsse 
 und eingebrachter Kläranlagenabläufe; September 2002
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Abbildung 6 Darstellung der Konzentrationen von TPP und TnBP im Wasser der Ruhr, ihrer Nebenflüsse und
 eingebrachter Kläranlagenabläufe; September 2002
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2.4 Diskussion

Bei der Betrachtung der Gehalte für die verschiedenen

Organophosphate fällt auf, dass unterschiedliche Kläran-

lagen auch unterschiedlich zur Belastung der Ruhr mit den

verschiedenen Verbindungen beitragen. Beispielsweise trägt

das Klärwerk Bochum-Ölbachtal deutlich zur Belastung der

Ruhr mit halogenierten Organophosphaten wie TCPP bei,

während es für die Belastung mit den nicht halogenierten

Substanzen wie TBEP kaum eine Rolle spielt. Hier liegen

die Gehalte in den weiteren beprobten Kläranlagenabläufen

deutlich höher. Dies deutet darauf hin, dass der Eintrag der

Verbindungen in das Oberflächenwasser auf Punktquellen

wie Klärwerke zurückzuführen ist. Es kann jedoch auf

Grund des Eintrages über die Emmission aus Baumaterial

keine Korrelation zu den an die Kläranlagen angeschlosse-

nen Personen hergestellt werden. Dies zeigt auch die zeit-

liche Variabilität der Befunde, welche mit zusätzlichen

Proben im Juli 2002 bestätigt wurde. Teilweise deutliche

Abweichungen konnten bei den ermittelten Konzentra-

tionen festgestellt werden (Tabelle 2). 

 Tabelle 2     Vergleich der Organophosphatkonzentrationen [ng/l] im Juli/September 2002  
 im Oberfl ächenwasser

Probennr. Monat TiBP TnBP TCEP TCPP TDCP TBEP TPP

46 Juli 70 70 180 100 <BG 870 60

46 September 58 13 45 310 27 350 17

50 Juli 50 60 190 130 <BG <BG <BG

50 September 150 26 81 150 41 130 12

57 Juli 70 70 300 280 <BG 290 60

57 September 72 24 150 380 120 180 13

60 Juli 80 60 250 290 <BG 230 80

60 September 83 26 58 190 57 130 39

61 Juli 160 130 < 20 230 <BG < 100 < 10

61 September 110 34 45 140 42 160 10



Die Größenordnung der Gehalte an den halogenierten und

nichthalogenierten Organophosphaten konnte jedoch be-

stätigt werden. Es handelte sich also nicht um eine einzel-

ne Emission sondern um dauerhafte Einträge. Um zu über-

prüfen, ob es sich bei den gemessenen Kontaminationen

um ein ruhrspezifisches oder allgemeines Problem handelt,

wurden zusätzlich Proben aus dem Rhein und der Lippe

untersucht. Hierbei wurden ähnlich Befunde festgestellt

(Tabelle 3).

Die EU-Wasserrahmenrichtlinie soll einen neuen europa-

weiten Ordnungsrahmen für den Schutz des Grundwassers

sowie der Oberflächen- und Küstengewässer schaffen. Für

ihre Umsetzung ist unter anderem ein zugehöriges Maß-

nahmenprogramm zur Erreichung eines guten Gewässerzu-

standes zu erstellen. Die „Verordnung über Qualitätsziele

für bestimmte gefährliche Stoffe und zur Verringerung der

Gewässerverschmutzung durch Programme (Gewässer-

qualitätsverordnung)“ dient der Umsetzung der Richtlinie

76/464/EWG betreffend die Verschmutzung infolge der

Ableitung bestimmter gefährlicher Stoffe in die Gewässer

der Gemeinschaft. Hier werden Qualitätsziele für Stoffe im

Sinne des Artikels 7 der Richtlinie 76/464/ EWG festgelegt

und Programme zur Verringerung der Verschmutzung ober-

irdischer Gewässer durch diese Stoffe aufgestellt. Die Qua-

litätsziele von 132 Stoffen sind im Anhang zu § 2 aufge-

führt, für die Organophosphorverbindung Tributylphos-

phat (TBP) beträgt das Qualitätsziel 0,1 µg/l. Dieser Wert

wird bei einer Vielzahl von Proben in der Ruhr und deren 

Nebenflüssen nicht eingehalten (Abbildung 5). Für die

anderen in diesem Projekt untersuchten Organophosphate

existieren keine Qualitätsziele. Ob Verbindungen wie TCEP

und TCPP, welche ebenfalls deutlich oberhalb von 0,1 µg/l

bestimmt wurden (Abbildung 4), in das Programm zur

Verringerung der Oberflächenwasserverschmutzung aufge-

nommen werden sollten, bleibt zu klären. 

Grundlage der Risikobewertung von Stoffen für den Um-

weltbereich ist der Vergleich der Umweltkonzentration

(Exposition) und deren Wirkung in den entsprechenden

Umweltkompartimenten. Konzentrationen, mit denen Ver-

bindungen voraussichtlich in der Umwelt vorkommt (PEC;

Predicted Environmental Concentration) oder, wenn vorhan-

den, gemessene Umweltkonzentrationen (MEC; Measured

Environmental Concentration) werden in Relation zu den

PNEC-Werten (Predicted No-Effect-Concentration) gesetzt.

Dieser PNEC gibt den Schwellenwert an, bei dem noch

keine Wirkungen auf die betroffenen Organismen oder Öko-

systeme angenommen wird. Dieses Risk Assessment gibt je

nach Verhältnis von PEC zu PNEC den möglichen  Hand-

lungsbedarf vor. Für TCEP wird vom UBA ein vorläufiger

PNEC von 65 µg/l und für TCPP von 120 µg/l angegeben

[persönliche Mitteilung]. Die TCEP-Konzentration wurde in

den Oberflächengewässern mit bis zu 0,15 µg/l und in

Kläranlagenabläufen mit bis zu 0,43 µg/l bestimmt. TCPP

wurde in den Oberflächengewässern bis zu 0,38 µg/l und im

gereinigten Abwasser bis zu 6,7 µg/l aufgefunden. Die ge-

messenen Konzentrationen sind somit für beide Verbin-

dungen geringer als der PNEC und bei einem PEC/PNEC

kleiner als 1, gibt der Stoff keinen Anlass zu unmittelbarer

Besorgnis [Richtlinie 67/548/EWG]. Das Prinzip der

Konzentrations-Additivität für Umweltkontaminanten ist

hier jedoch zu bemerken. Dieses besagt, dass Verbindungen

auch in Konzentrationen unterhalb der Einzelstoffwirkungs-

schwellen zur Gesamttoxizität eines Substanzgemisches bei-

tragen können.
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Tabelle 3    Vergleich der Organophosphatkonzentrationen in Ruhr 
                  (Quelle bis Mündung), Rhein (bei Köln) und Lippe  

    (Bereich Dortmund)

Verbindung Ruhr Rhein Lippe

TCPP [ng/l] <BG – 185 ~ 90 ~ 100

TDCP [ng/l] <BG –  60 13 –   36       17

TnBP [ng/l] <BG –  40 30 – 120 30

TiBP  [ng/l] <BG – 160 30 –   50      100

TBEP [ng/l] <BG – 200 80 – 140      130
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Im Juni / Juli 2003 wurden verschiedene Punkte des

Dortmunder Kanalnetzes beprobt. Hauptaugenmerk lag

auf der Emscher, die in diesem Bereich Teil des oberir-

dischen Abwassernetzes in Dortmund ist, sowie ihren

Zuflüssen Rüpingsbach und Rossbach. Dabei wurde in

Hörde im Bereich des Regenüberlaufes begonnen und 

anschließend entlang der Emscher an verschiedenen

Zusammenflüssen beprobt. Ebenso wie für das Ober-

flächenwasser wurde eine Einmalbeprobung durchge-

führt. Die Charakterisierung der Entnahmestellen ist in

Tabelle 4 dargestellt. Abbildung 7 zeigt den Verlauf der

TCPP-Konzentration im Dortmunder Kanalnetz. 

3 Organophosphate im Dortmunder Abwassernetz3

Generell konnte eine deutliche Variabilität der Konzentra-

tionen festgestellt werden. Die Schwankungsbreiten der

ermittelten Werte für TDCP, TCEP, TCPP und TBEP sind in

Abbildung 8 dargestellt.

Tabelle 4     Zuordnung der Probenahmestellen 
       des Dortmunder Kanalnetzes

Probenahme-
punkt 

Ort/Bezeichnung

113/114 Regenwasserüberlauf Do-Hörde; Emscher

115/116 Emscher : Westfalenpark; Einleitung Schondelle Kanal

111/112 Emscher : Ardeystr. Do-Barop

106/107 Emscher : Dieckmüllerbaum; Do-Barop

109/110 Rüpingsbach; aus Süden

103/104 Emscher : am Mühlenberg; Rangierbahnhof/Versuchszeche

101/102 Emscher : Franziusstr.

99/100 Roßbach; Do-Huckarde

95/96 Emscher : Franziusstr.; stillgelegter Bachlauf am Bahndamm

93/94 Sammler Huckarde/Pumpwerk KA Deusen

97/98 Emscher nach KA Deusen
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Abbildung 8 Minimale und maximale Konzentrationen von TCEP, TCPP, TDCP und TBEP
 im Dortmunder Kanalnetz entlang  der Emscher;  ohne Regenwasserüberlauf; 
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Die Beurteilung der Konzentrationen in den einzelnen

Messpunkten gestaltet sich äußerst schwierig. In Proben mit

verhältnismäßig hohen Gehalten eines Organophosphates,

konnten oftmals die anderen Verbindungen in keinen erhöh-

ten Konzentrationen aufgefunden werden. Die verschieden

Substanzen werden von einer Vielzahl an Punktquellen mit

unterschiedlichen Emissionspattern eingeleitet. Die ver-

schiedenen Zusammensetzungen könnten mit der Tatsache

zusammenhängen, dass TCPP vor Jahren das bis dahin häu-

fig verwendete TCEP ersetzte. Zudem wird in den letzten

Jahren TDCP nur noch in geringem Umfang eingesetzt. Es

könnte also ein kontinuierlicher Eintrag in das Abwasser

durch flammschutzmittelhaltige Produkte existieren. Auf

Grund der geringen Befunden im Regenwasserüberleiter

in Hörde, ist ein Eintrag über Regen oder Straßenverkehr

unwahrscheinlich. Er kann jedoch nicht vollständig aus-

geschlossen werden, da die Beprobung bei Trockenwetter

durchgeführt wurde. 
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4.1 Kläranlage in Köln-Stammheim

4.1.1 Einleitung

In der Untersuchung wurde das Großklärwerk Köln-

Stammheim über einen Zeitraum von 6 Wochen (16.02.03

– 26.03.03) beprobt. Ziel war es, die Abbauleistung des

Klärwerks in Bezug auf die zu untersuchenden Organo-

phosphate zu bestimmen. Im Rahmen der Untersuchung

wurden hierzu Proben vom Zu- bzw. Ablauf des Klärwerks

genommen. Das Abwasser in diesem Klärwerk wird in

einem zweistufigen biologischen Prozess gereinigt. Neben

Proben vom Zu- und Ablauf wurden auch Proben vom

Ablauf der Zwischenklärung bzw. der Nachklärung analy-

siert, um einen ersten Anhaltspunkt zu bekommen, auf wel-

cher Stufe des Reinigungsprozesses die Organophosphate

eliminiert werden.

4.1.2 Analytik

Von den Proben wurden jeweils Doppelbestimmungen

durchgeführt. Die Extraktion der Organophosphate erfolg-

te per Festphasenextraktion. Nach einem clean-up über

Kieselgel erfolgte die Messung per GC-MS. Die Einzel-

verbindungen wurden mittels Retentionszeit und Massen-

fragmenten identifiziert. 

4.1.3 Ergebnisse

In allen Proben des Großklärwerks Köln-Stammheim

konnten die Flammschutzmittel in Konzentrationen ober-

halb der Bestimmungsgrenze detektiert werden. 

Die Abbildungen 9 bis 15 zeigen die ermittelten Werte für

die Zu- und Abläufe über den Beprobungszeitraum. Die

Ermittlung von Durchbruchsraten für die einzelnen

Organophosphate ist auf Grund der zu geringen Daten-

grundlage und der hohen Variabilität ihrer Konzentrationen

im Abwasser nicht möglich.
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Abbildung 9 TCEP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 10 TCPP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 11 TDCP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 12 TBEP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 13 TiBP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 14 TnBP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim; Februar/März 2003
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Abbildung 15 TPP-Konzentrationen im Zulauf und Gesamtablauf des Klärwerks Köln-Stammheim (2003)
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Abbildung 16 Mittlere Konzentrationen der Organophosphate im Klärwerk Köln-Stammheim
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Verbindung

Die Auftragung der mittleren Konzentrationen im Zu-

und Ablauf der Kläranlage stellt auf Grund der geringen

Anzahl an Messwerten und hohen Variabilität der

Befunde nur einen ersten Anhaltspunkt für das Verhalten

der Verbindungen dar (Abbildung 16). In dieser

Darstellung ist zudem die mittlere Konzentration des

Ablaufes der Zwischenklärung und des Ablaufes der

Nachklärung gegeben.

Bei Betrachtung der mittleren Konzentrationen fällt auf,

dass ein großer Unterschied in der Abbauleistung des

Klärwerks zwischen chlorierten und nichtchlorierten

Organophosphaten besteht. Während für die nichthaloge-

nierten Verbindungen eine Entfernung aus dem Abwasser

beobachtet wurde, wird bei den chlorierten Flamm-

schutzmitteln keine Konzentrationsabnahme festgestellt.

Die chlorierten FSM werden bei der Abwasserreinigung

in Köln-Stammheim nicht entfernt. Der vermeintlich

leichte Anstieg der Konzentrationen der chlorierten FSM

bei der Klärwerkspassage ist auf die hohe Variabilität und

statistisch nicht zureichende Probenzahl zurückzuführen.

Eine größere Probenzahl lieferte jedoch das Projekt

„Untersuchungen zum Eintrag und zur Eliminierung von

gefährlichen Stoffen in kommunalen Kläranlagen“, wel-

ches ebenfalls die hier untersuchte KA beprobt. Der

Vergleich von Zu- und Ablaufproben in Köln-Stammheim

liefert hier eine geringfügige Konzentrationsabnahme der

chlorierten FSM in der wässrigen Phase des Abwassers.
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Für die Proben von der Zwischen- bzw. der Nachklärung

lässt sich feststellen, dass die Ergebnisse aus der Bestim-

mung der Konzentrationen der Flammschutzmittel in den

Zu- bzw. Abläufen bestätigt werden. Auch hier ist eine

Eliminierung der chlorierten Organophosphate nicht fest-

zustellen. Bei den nichthalogenierten Verbindungen zeigt

sich schon eine Eliminierung nach Sandfang/ Hochlast-

belebung (Ablauf Zwischenklärung). Für TiBP und TBEP

zeigt sich  eine leichte Eliminierung zwischen dem Ablauf

der Nachklärung und dem Gesamtablauf. Dies könnte auf

einen Reinigungseffekt der Filtration hindeuten, welcher

jedoch mit einer größeren Anzahl von Proben abgesichert

werden muss.

4.2 Kläranlage in Dortmund-Deusen

4.2.1 Einleitung

In der KA Deusen wurde am Beispiel des TCPP die Kon-

zentration im behandelten und unbehandelten Abwasser

sowie im Klärschlamm bestimmt. Es wurde über einen

Zeitraum von einer Woche beprobt. Ziel war die genaue

Betrachtung des TCPP im Klärwerk, um auf die mögliche

Entfernung der Substanz aus der wässrigen Phase durch

Sorption am Schlamm schließen zu können.  

4.2.2 Ergebnisse

In diesem Versuch wurde eine erhebliche zeitliche Variabi-

lität festgestellt (Tabelle 5). Sie beträgt 57% im Zulauf,

44% im Ablauf und 19% im Schlamm. Diese Variabilität

ist deutlich höher als die Standardabweichung der analyti-

schen Methode und somit nicht auf Messunsicherheiten

zurückzuführen.

Tabelle 5    TCPP-Konzentrationen an fünf Tagen im Klärwerk Deusen

Tag Zulauf
[ng/l]

Ablauf
[ng/l]

Schlamm
[ng/g]

Durchbruch
[%]

1 240 240 1700 100

2 370 230 2200 62

3 1000 610 1300 61

4 470 490 1700 104

5 480 330 1700 69

Mittelwert : 510 380 1700 80

Variabilität RSD [%] 57 44 19 27



Die Durchbruchsrate von 80% zeigt, dass nur etwa ein

Fünftel des TCPP aus der wässrigen Phase entfernt werden.

Ein Teil des TCPP ist zudem an den Schlamm gebunden.

Eine signifikante Eliminierung von TCPP findet, analog

zum Klärwerk in Köln-Stammheim, nicht statt. 

4.3 Vergleich verschiedener Kläranlagen
in Hinsicht auf TCPP

Die Mengen TCPP, welche in die Kläranlagen gelangen und

diese wieder verlassen, sind nicht unerheblich. So kann in

Dortmund-Deusen ein Austrag von 67 kg pro Jahr, oder 26

mg pro Jahr und Einwohner geschätzt werden (Tabelle 6).

Die Basisdaten für die Klärwerke wurden aus MUNLV

[2000] entnommen.

Dieser Vergleich zeigt deutlich, dass das Emissionsverhal-

ten (ähnlich auch das Imissionsverhalten) verschiedener

Kläranlagen sehr unterschiedlich ist. Es scheint sich um

Spezifika jeweiliger Einzugsgebiete zu handeln. Die KA in

Deusen zeichnet sich im Vergleich durch die relativ gerin-

ge Belastung aus. Dies wird auch deutlich, wenn man die

Konzentrationen in Klärschlämmen verschiedener Kläran-

lagen in NRW betrachtet, da in Deusen nur etwa 1,7 µg/g

gefunden wurde (Abbildung 17).
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Tabelle 6      Abgeschätzte TCPP-Emissionen mehrerer Kläranlagen

Klärwerk Einwohner Trockenwetterzulauf
[m³/d]

TCPP Ablauf 
[ng/l]

abgeschätzte 
Emission [kg/a]

Emission pro 
Einwohner [mg/a]

Köln-Stammheim  760000 312000 3000 340 450

Düsseldorf Süd 320000 131000 780 37 116

Deusen 380000 200000 380 67 26

Ölbachtal 121000 70000 330 8,5 70



Abbildung 17 TCPP Belastung von 20 Klärschlämmen aus Klärwerken NRWs
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4.4 Diskussion

Die Studie hat vor allem gezeigt, dass sich die halogenierten

und die nichthalogenierten Verbindungen beim Klärwerks-

prozess deutlich voneinander unterscheiden. Während die

nichthalogenierten Organophosphate Eliminierungsraten im

Bereich von 20% bis 90% aufweisen, werden die halogenier-

ten Flammschutzmittel nicht/kaum aus dem Abwasser ent-

fernt. Im Vergleich zum Zulauf, können geringfügig höhere

Befunde im behandelten Abwasser auch auf an Partikel/

Stäube gebundene FSM in den Zuläufen zurückzuführen

sein. Diese werden von der für wässrige Proben validierten

Methode eventuell nicht vollständig erfasst. Ein zusätzlich

reinigender Effekt der abschließenden Filtration des gerei-

nigten Abwasserstroms lässt sich nur beim TiBP und TBEP

vermuten. Während die Ablaufkonzentrationen von TCEP

und TCPP deutlich unter dem vorläufigen PNEC des UBA

liegen, wurden TiBP und TnBP oberhalb des Qualitätszieles

für Oberflächenwasser von 0,1 µg/l bestimmt (Abbildungen

13 und 14). 

In das Abwasser können die phosphororganischen Verbin-

dungen direkt über den Einsatz in Reinigungsmitteln (z.B.

TBEP) gelangen. Ein möglicher Weg des TCPPs und TCEPs

in das Abwasser ist über Hausstaub und Kontaminationen

von Textilien aus Innenräumen und Automobilen [Prösch &

Puchert, 2003; Marklund et al., 2003; Hansen et al, 2001].

Dadurch können die Organophosphate dann durch Wasch-

und Reinigungsvorgänge ins Abwasser eingetragen werden.



Da FSM auch in Kunststoffen für Wasserrohre eingesetzt

werden [Asstech, 2004], kann deren Migration aus

Hausinstallationen (Spülenanschluss) ins Wasser nicht aus-

geschlossen werden. Dieser Eintrag allein sollte allerdings

zu gleichmäßigen Belastungen in einzelnen Kläranlagen

führen, was jedoch nicht festgestellt wurde. Es existieren

daher wohl noch weitere Eintragspfade, die maßgeblich für

die Belastung der Gewässer von NRW verantwortlich sind.

So könnten diskontinuierliche Quellen, wie Bau- und

Abrisstätigkeiten zu einem punktuellen, kurzzeitigen

Eintrag führen.
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5.1 Einleitung

Mit Hilfe ausgewählter in-vitro-Prüfsysteme wurden zyto-

toxische, genotoxische und mutagene Effekte sowie mögli-

che hormonelle Wirkungen von TCEP und TCPP unter-

sucht. Diese Daten werden u. a. für eine toxikologische

Charakterisierung und Bewertung dieser Substanz benötigt.

Zur Ermittlung des zytotoxischen Potentials wurde der

Neutralrot-Aufnahme-Assay eingesetzt. Genotoxische

Effekte wurden mit Hilfe des Einzelzell-Gelelektro-

phorese-Assays (Comet-Assay) in Säuger-Zellkulturen

untersucht. Mit diesem Test kann eine Induktion von DNA-

Strangbrüchen aufgezeigt werden. Ein mögliches mutage-

nes Potential wurde in einem Bakterien-Testsystemen, dem

Salmonella typhimurium Mutagenitätsassay (Ames-Assay)

untersucht.

Die Frage, ob die Substanzen eine hormonartige Wirkung

aufweisen, wurde ein Screening auf östrogene/antiöstro-

gene Effekte mit Reportergensystemen durchgeführt. Aus-

gehend von den ermittelten Daten wurde eine vorläufige

toxikologische Bewertung von TCEP und TCPP erstellt.

5.2 Zytotoxizitätsassay:  
Neutralrot (NR)-Aufnahme-Assay

Im NR-Assay wird die Aufnahme des Farbstoffs Neutralrot

in die verwendeten Zellen und die anschließende Speiche-

rung in den Lysosomen photometrisch bestimmt. Werden

Zellen durch äußere Noxen (z.B. Chemikalien) in ihrer

Vitalität beeinträchtigt, so verringert sich ihr Vermögen zur

Aufnahme des Farbstoffs, da dies ein aktiver, energieab-

hängiger Prozess ist. Die zytotoxische Wirkung einer

Testsubstanz äußert sich daher in einer Abnahme der pho-

tometrisch messbaren Farbstoffmenge in den Zellen im

Vergleich zu nicht behandelten Kontrollzellen. 

Der NR-Assay wurde nach einer modifizierten Vorschrift

von Babich und Borenfreund [1992] unter Verwendung von

V79-Zellen (Fibroblasten-Zelllinie vom Chinesischen

Hamster) durchgeführt. Im Test wurden auch eine Medi-

umkontrolle (ohne Testsubstanz), eine Lösemittelkontrolle

(Medium mit 0,5% DMSO) und eine Wachstumskontrolle

(ohne Medium) mitgeführt. Die Extinktionsbestimmung

erfolgte in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät bei einer

Wellenlänge von 540 nm. Der Proteinbestimmung lag die

Methode nach Bradford [1976] zugrunde, die Messung der

Absorption (570 nm) erfolgte im Mikrotiterplatten-Lese-

gerät. 

Die in den Abbildungen 18 und 19 dargestellten Ergebnisse

zur zytotoxischen Wirkung von TCPP und TCEP belegen,

dass beide Substanzen als wenig zytotoxisch einzustufen

sind. Erst bei Konzentrationen von >1 mM kommt es zu

schwachen zytotoxischen Effekten, d.h. die Vitalität der

Zellen wird durch die Behandlung derart beeinträchtigt,

dass weniger Farbstoff in die Zellen aufgenommen werden

kann als in die Kontrollzellen. Es zeigen sich auch keine

signifikanten Unterschiede zwischen einer Behandlung mit

und ohne Zusatz eines externen enzymatischen Meta-

bolisierungssystems (S9-Mix). 
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Abbildung 18 Zytotoxizität von TCPP in V79-Zellen mit (oben) und ohne (unten) S9-Mix-Zusatz als externes 
 enzymatisches Metabolisierungssystem
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Abbildung 19 Zytotoxizität von TCEP in V79-Zellen mit (oben) und ohne (unten) S9-Mix-Zusatz 
 als externes enzymatisches Metabolisierungssystem
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5.3 Genotoxizitäts-Assay: Alkalische
Einzelzell-Gelelektrophorese 
(Comet-Assay)

Im so genannten Comet-Assay werden DNA-Schäden

detektiert, die durch Testsubstanzen in Zellkulturen indu-

ziert werden (Abbildung 20).

Nach der Behandlung der Zellen werden diese in ein Aga-

rosegel eingebettet und der Zellkörper so weit lysiert, dass

nur noch die reine DNA im Gel verbleibt. Mit diesem Gel

wird eine elektrophoretische Trennung nach Molekülgröße

im elektrischen Feld durchgeführt. Ein unbeschädigter,

langer DNA-Doppelstrang-Faden wandert aufgrund seiner

Größe nicht im angelegten elektrischen Feld. Hat die

Testsubstanz allerdings DNA-Einzelstrangbrüche indu-

ziert, so liegen auch kleine DNA-Bruchstücke vor. Da

diese wesentlich kleiner sind, wandern sie im elektrischen

Feld. Nach Beendigung der Elektrophorese wird die DNA

angefärbt und ist im Fluoreszenzmikroskop sichtbar

(Abbildung 21). 

Die ungeschädigte DNA liegt als kreisförmige Masse dort

vor, wo sich zuvor der Zellkern befunden hatte  (Kopf). Die

kleinen DNA-Stücke sind im Gel gewandert und erschei-

nen wie ein Cometenschweif , daher der Name Comet-

Assay. Dieses Bild wird digitalisiert und die Länge des

Schweifes (Tail) wird vermessen. Sie gibt Aufschluß über

das Ausmaß der von der Testsubstanz induzierten DNA-

Schäden. Je länger der Tail ist, desto größer war der indu-

zierte DNA-Schaden. Die Durchführung des Comet -Assay

beruht auf der Methode von Singh et al. [1988] und wurde

5   Toxikologische Daten

Abbildung 20 Ablaufschema des Comet-Assay
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Ausbildung 21 Auswertung des Comet-Assays

mit V79-Zellen durchgeführt. Alle Versuche wurden als

Doppelbestimmung in zwei unabhängigen Versuchen

durchgeführt. 

Um keine UV-induzierten DNA-Schäden zu induzieren,

wurden die Alkalidenaturierung und die anschließende

Elektrophorese ohne direkten Lichteinfall durchgeführt. 

Mit dem Comet-Assay konnte keine konzentrationsabhän-

gige Induktion von DNA-Strangbrüchen durch TCPP und

TCEP in V79-Zellen detektiert werden, die sich in einem

Anstieg der Tail-Länge in den behandelten Zellen äußern

würde (Abbildungen 22 und 23). Auch hier zeigten sich

keine Unterschiede zwischen einer Behandlung mit und

ohne Zusatz eines externen enzymatischen Metabolisie-

rungssystems (S9-Mix).
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Abbildung 22 Induktion von DNA-Strangbrüchen durch TCPP in V79-Zellen Median der Tail-Länge, 
 1. Quartil (Balken nach unten) und 2. Quartil (Balken nach oben)

Comet-Assay in V79-Zellen, TCPP-Inkubation ohne S9-Mix 

TCPP-Konzentration

M
ed

ia
n 

de
r 

Ta
il 

-L
än

ge
 [µ

m
]

Pos-Kontr. DMSO 1 µM 10 µM 100 µM 1 mM

M
ed

ia
n 

de
r 

Ta
il 

-L
än

ge
 [

µ
m

]

14

16

18

20

22

24

26

28

30

Comet-Assay in V79-Zellen, TCPP-Inkubation mit S9-Mix 

TCPP-Konzentration

Pos-Kontr. DMSO 1 µM 10 µM 100 µM 1 mM
0

20

40

60

80

100

M
ed

ia
n 

de
r 

Ta
il 

-L
än

ge
 [µ

m
]

5   Toxikologische Daten



M
ed

ia
n 

de
r T

ai
l -

Lä
ng

e 
[µ

m
] 

M
ed

ia
n 

de
r T

ai
l -

Lä
ng

e 
[µ

m
] 

Comet-Assay in V79-Zellen, TCEP-Inkubation ohne S9-Mix 

TCEP-Konzentration

Pos-Kontr. DMSO 1 µM 10 µM 100 µM 1 mM

10

20

30

40

50

60

Comet-Assay in V79-Zellen, TCEP-Inkubation mit S9-Mix 

TCEP-Konzentration

Pos-Kontr. DMSO 1 µM 10 µM 100 µM 1 mM
0

20

40

60

80

100

Abbildung 23 Induktion von DNA-Strangbrüchen durch TCEP in V79-Zellen Median der Tail-Länge, 
 1. Quartil (Balken nach unten) und 2. Quartil (Balken nach oben)
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5.4 Mutagenitätsassay: Salmonella typhimurium

Mutagenitätsassay (Ames-Test)

Der Ames-Test, der in diesen Untersuchungen verwendet

wird, dient zum Nachweis von Genmutationen und ist für

die Abschätzung des mutagenen Potenzials von chemi-

schen Stoffen geeignet [Maron & Ames, 1983]. Es wurden

Histidin-Mangelmutanten von Salmonella typhimurium-

Bakterien verwendet, mit deren Hilfe sich chemisch indu-

zierte Basensubstitutions- und Leserastermutationen erfas-

sen lassen.

Die Mangelmutanten dieser Bakterien, die hier verwendet

werden, sind durch eine DNA-Mutation im Gegensatz

zum Wildtyp nicht mehr in der Lage, die für die Bakterien

lebensnotwendige Aminosäure Histidin zu synthetisieren.

Dabei kann die genetische Information für unterschiedli-

che Enzyme des Histidin-Biosyntheseweges fehlerhaft

sein, so dass es verschiedene Stämme von Salmonella

typhimurium mit einer charakteristischen Histidin-

Mangelmutation gibt.

Im Ausgangszustand sind die Bakterien auf einem Mini-

malnährboden ohne Histidin nicht überlebensfähig. Durch

Zusatz einer mutagenen Chemikalie kann eine Rückmuta-

tion zum Wildtyp ausgelöst werden, welche die Bakterien

dann in die Lage versetzt, sich auf diesem Nährboden doch

zu vermehren und als Kolonie zu wachsen. Diese Bakte-

rienkolonien sind detektierbar und werden als Revertanten

bezeichnet. Eine Substanz wird dann als mutagen im

Ames-Test bezeichnet, wenn die Revertantenzahl gegen-

über einer Kontrolle konzentrationsabhängig auf minde-

stens die doppelte Anzahl angestiegen ist, dieses Ergebnis

in einem Stamm auftritt und sich reproduzieren lässt

[OECD-4711983, 1997].

Als externes enzymatisches Metabolisierungssystem wird

S9-Mix zugegeben, welches verschiedene Cytochrom-P450-

abhängige Monooxygenasen, Cytochrom-P450-Reduktasen,

UDP-Glucuronosyltransferasen, Epoxidhydrolasen, Acetyl-,

Sulfo- und Glutathiontransferasen enthält [Andrae 1996]. 

Bei der Bewertung von 501 Veröffentlichungen, die inner-

halb des „Gene-Tox-Programms“ der Vereinigten Staaten

von Amerika durchgeführt wurden, konnte der Ames-Test

eine Korrelation zwischen Mutagenität und Kanzerogenität

mit einer durchschnittlichen Übereinstimmung von 80 %

erzielen [Göggelmann 1993]. In bestimmten chemischen

Klassen findet man jedoch eine große Zahl von falsch-

negativen Ergebnissen, die u.a. auf Unzulänglichkeiten des

metabolischen Aktivierungssystems oder auf toxischen

Wirkungen der Prüfsubstanz beruhen können [Göggel-

mann 1993]. Zudem werden im Ames-Test nur Substan-

zen erfasst, die Basensubstitutions- oder Leserastermuta-

tionen induzieren, Chromosomen- oder Genommutationen

werden nicht erkannt. 

Für diesen Assay wurden acht Salmonella-Stämme einge-

setzt. Die Stämme TA 1535 und TA 100 detektieren

Basensubstitutionen, die Stämme TA 1537, TA 1538 und

TA 98 detektieren Leseraster-Mutationen und die Stämme

TA 102 und TA 104 reagieren besonders empfindlich auf

oxidierend wirkende Mutagene [Marnett 1985].

5   Toxikologische Daten



Die mikroskopisch kleinen Kolonien der rückmutierten Bak-

terien wurden mit einem automatischen Zählgerät ausgewer-

tet. Bei einer Erhöhung der Revertantenzahl und einem

gleichmäßigen Plattenhintergrund ist von einem mutagenen

Effekt auszugehen. Ist die Revertantenzahl gegenüber der

Spontanrate stark erniedrigt und der Plattenhintergrund sehr

aufgelockert, liegt ein zytotoxischer Effekt vor und die Bak-

terien sind vor der ersten Teilung abgestorben. Die Durch-

führung des Testes ist in Abbildung 24 dargestellt.

Bei jeder Testdurchführung wurden Stammkontrollen

sowie Negativ-Kontrollen mit dem verwendeten Lösungs-

mittel und Positiv-Kontrollen mit einem Referenz-

mutagen für den jeweiligen Stamm mitgeführt. Zudem

wurde jede Probe pro Stamm dreifach einer unabhängi-

gen Testwiederholung unterzogen.
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Abbildung 24 Durchführung des Ames-Testes [nach Andrae, 1996]
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Tabelle 7:     Referenzmutagene für die verwendeten Stämme 
       (± metabolische Aktivierung)

Testprotokoll Positivkontrolle Lösemittel Konzentration

TA 98 und
TA 1538 ohne S9 2-Nitrofl uoren DMSO 50 µg/Platte

TA 100 und
TA 1535 ohne S9    H

2
O 20 µg/platte

TA 97a und 
TA 1537 Aminoacridin DMSO 50 µg/Platte

TA 102 ohne S9 Mitomycin C H
2
O 20 µg/Platte

TA 104 ohne S9 Methylglyoxal H2
O 100 µg/Platte

alle Stämme mit S9 2-Aminoanthracen DMSO 5 µg/Platte

5   Toxikologische Daten

Bei keinem der hier angewendeten Ames-Assays zeigten

TCEP oder TCPP mutagene Wirkungen (Tabellen 8 bis

11), d.h. es wurden keine Basensubstitutions- oder Lese-

rastermutationen induziert, die sich in Form einer stei-

genden Anzahl von Revertanten nach Behandlung dar-

stellen würden. Die jeweiligen Positivkontrollen zeigen 

einen signifikanten Anstieg der Revertantenzahl gegen-

über der Spontanrate und Lösungsmittelkontrolle. Die

Lösungsmittelkontrollen bestätigen durch die Revert-

antenzahl auf dem Niveau der stammspezifischen

Spontanraten, dass die Testdurchführung ordnungsgemäß

verlief.
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Tabelle 9     Salmonella typhimurium- (Ames-) Assay zur Detektion mutagener Effekte; Inkubation mit TCPP;  
 ohne S9-Mix

Stamm TA 97a TA 98 TA 100 TA 102

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 190 18 44 4 208 5 455 26

Positivkontrolle 1427 4 2365 88 2279 70 2792 129

DMSO-Kontrolle 217 7 46 5 162 10 432 2

100 nM TCPP 227 26 46 6 192 20 445 8

1 µM TCPP 209 16 42 2 190 8 412 10

10 µM TCPP 215 15 45 2 189 18 395 18

100 µM TCPP 169 15 38 5 174 20 455 5

1 mM TCPP 175 2 46 5 150 10 465 29

 

Stamm TA 104 TA 1535 TA 1537 TA 1538

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 382 60 14 2 13 2 20 1

Positivkontrolle 1038 115 1273 118 117 10 2055 39

DMSO-Kontrolle 430 48 16 1 15 1 22 3

100 nM TCPP 427 79 13 3 15 2 24 3

1 µM TCPP 435 80 13 2 15 7 22 2

10 µM TCPP 415 55 13 2 14 3 21 2

100 µM TCPP 386 54 14 5 15 1 20 2

1 mM TCPP 431 77 17 4 13 2 23 6

Tabelle 8    Salmonella typhimurium- (Ames-) Assay zur Detektion mutagener Effekte; Inkubation mit TCPP;  
 Zugabe von S9-Mix;

Stamm TA 97a TA 98 TA 100 TA 102

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 186 8 43 3 196 4 394 23

Positivkontrolle 1378 13 2751 227 2965 60 2580 290

DMSO-Kontrolle 161 40 40 3 192 6 438 18

100 nM TCPP 130 9 42 8 198 10 418 33

1 µM TCPP 152 20 47 7 193 16 377 30

10 µM TCPP 149 29 36 2 199 18 376 27

100 µM TCPP 94 20 39 5 203 10 423 49

1 mM TCPP 25 9 39 12 185 9 511 11

Stamm TA 104 TA 1535 TA 1537 TA 1538

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 519 42 12 3 11 2 13 1

Positivkontrolle 1826 41 188 21 758 38 2066 81

DMSO-Kontrolle 509 37 10 2 15 3 16 3

100 nM TCPP 556 44 11 3 9 3 14 3

1 µM TCPP 489 37 10 2 10 4 16 4

10 µM TCPP 506 25 10 1 9 2 14 4

100 µM TCPP 497 60 11 1 13 3 18 1

1 mM TCPP 568 11 12 2 15 3 15 2
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Tabelle 10   Salmonella typhimurium- (Ames-) Assay zur Detektion mutagener Effekte; Inkubation mit TCEP;  
 Zugabe von S9-Mix

Stamm TA 97a TA 98 TA 100 TA 102

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 51 23 49 2 185 6 406 25

Positivkontrolle 927 83 2277 150 2182 126 2002 95

DMSO-Kontrolle 71 37 43 3 186 15 421 19

100 nM TCEP 49 25 56 4 161 5 482 3

1 µM TCEP 67 43 50 2 166 2 433 7

10 µM TCEP 91 23 50 8 183 10 444 7

100 µM TCEP 22 2 52 11 178 10 434 24

1 mM TCEP 88 39 40 8 176 11 410 15

Stamm TA 104 TA 1535 TA 1537 TA 1538

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 516 11 17 2 7 2 10 1

Positivkontrolle 1602 35 339 29 640 24 2279 61

DMSO-Kontrolle 530 27 15 4 7 1 12 1

100 nM TCEP 609 28 12 4 14 4 13 3

1 µM TCEP 600 19 14 2 8 2 15 1

10 µM TCEP 571 15 17 5 15 5 17 2

100 µM TCEP 516 10 13 6 10 4 10 1

1 mM TCEP 569 10 24 2 5 1 20 6

Tabelle 11 Salmonella typhimurium- (Ames-) Assay zur Detektion mutagener Effekte; Inkubation mit TCEP;  
 ohne S9-Mix

Stamm TA 97a TA 98 TA 100 TA 102

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 99 16 31 6 204 7 321 29

Positivkontrolle 452 5 1747 28 1252 36 864 14

DMSO-Kontrolle 104 7 35 3 198 17 362 9

100 nM TCEP 63 3 30 1 202 3 391 7

1 µM TCEP 72 12 33 2 195 9 341 9

10 µM TCEP 75 12 34 3 181 13 353 28

100 µM TCEP 74 16 33 2 207 11 358 10

1 mM TCEP 75 17 22 3 195 4 360 8

Stamm TA 104 TA 1535 TA 1537 TA 1538

Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD Revertanten SD

Spontanrate 574 27 16 3 10 1 20 1

Positivkontrolle 1476 39 1524 41 112 2 2045 39

DMSO-Kontrollel 553 22 14 2 8 3 17 2

100 nM TCEP 573 34 11 2 8 3 26 7

1 µM TCEP 589 32 16 2 6 1 66 2

10 µM TCEP 549 38 10 3 13 3 36 2

100 µM TCEP 500 54 16 2 9 2 16 5

1 mM TCEP 565 5 18 2 11 5 13 2



5.5 Östrogene Aktivität

5.5.1  Rekombinanter Hefeassay 

Dieser einfache biologische Screening–Assay ermöglicht

es, Substanzen aus der Umwelt auf hormon-ähnliche

Effekte hin zu untersuchen [Routledge & Sumpter 1996].

Für diesen Test werden Hefen verwendet in deren geneti-

sches Material der humane Östrogenrezeptor-a (ERa)

sowie ein Reportergen eingefügt wurden. Eine östrogen

wirksame Substenz ruft in diesen Hefen einen Anstieg der

Aktivität des Enzyms b-Galactosidase hervor Dies kann

durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Diese

Enzymaktivität ist als ein direktes Maß der ER-vermittel-

ten Aktivität der Testsubstanz verwendbar. Als Positivkon-

trolle verwendet man 17ß-Östradiol, welches einen signifi-

kanten Anstieg der Enzymaktivität bewirkt. 

Es können zwei Aspekte untersucht werden: 

1. Besitzt eine Probe östrogene bzw. antiöstrogene Aktivität? 

2. Wie ist ihre relative Wirkstärke (EC50) im Vergleich zu

einer Referenzsubstanz, z. B. 17ß-Östradiol? 

Mit Hefeassay kann eine östrogene Aktivität in einem Farb-

test einfach und recht schnell dargestellt werden. Gemessen

wird dabei die enzymatische Aktivität der b-Galactosidase

als Rotfärbung der Zellen. Über diese Enzymaktivität ist

nun ein direktes Maß der ER-vermittelten Aktivität der

Testsubstanz errechenbar.

In jedem Versuchsansatz werden Standards (Östradiol im

Konzentrationsbereich von 10-8 bis 10-12 M) mitgeführt

und darauf die Aktivität der Probe bezogen. Die

Extinktion wird um die Trübung korrigiert. [Aktivität =

Probe E540nm/Probe E620nm].

Unter Berücksichtigung der testbedingten Verdünnung der

Probe (1:20) beträgt die Aufkonzentrierung bei der Unter-

suchung des unverdünnten Probenextraktes AF = 100.
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5.5.2 Stimulierung der Alkalischen Phosphatase-

Aktivität in Ishikawa-Zellen 

In Ishikawa-Zellkulturen löst eine Behandlung mit Östra-

diol eine Zunahme der Aktivität des Enzyms Alkalische

Phosphatase (AlkP) aus, die etwa nach drei Tagen ihr

Maximum erreicht [Holinka et al., 1986]. Daher werden

diese Zellen dazu benutzt, östrogene Wirkungen von

Testsubstanzen zu detektieren. Eine Inkubation mit ande-

ren Substanzen, die östrogenartige Wirkungen haben, führt

ebenfalls zu einem Anstieg der Enzymaktivität.

TCPP und TCEP wurden in vier unterschiedlichen

Konzentrationen (10-5–10-8 M) hinsichtlich ihrer Östrogeni-

tät in diesem Testsystem untersucht. Als Negativkontrolle

wurden entsprechende Volumina Ethanol zugegeben, als

Positivkontrolle diente Östradiol in einer Konzentration

von 10-6 M. Es wurden jeweils drei unabhängige

Experimente als Doppelbestimmungen durchgeführt.
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5.5.3 Ergebnisse

Der Screening-Assay in Glaxo ERa-Hefen zeigte weder für

TCPP noch für TCEP einen östrogenen Effekt. Im

Gegensatz zu den Positivkontrollen mit 17ß-Östradiol

wurde durch die beiden Testsubstanzen keine Aktivität des

Enzyms  b-Galactosidase induziert (Abbildungen 25-28).
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Abbildung 25 Östrogene Wirkung von TCPP in Glaxo ERa-Hefe - Versuch 1
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Abbildung 26 Östrogene Wirkung von TCPP in Glaxo ERa-Hefe - Versuch 2
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Abbildung 27 Östrogene Wirkung von TCEP in Glaxo ERa-Hefe – Versuch 1
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Abbildung 28 Östrogene Wirkung von TCEP in Glaxo ERa-Hefe – Versuch 2
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Auch in Ishikawa-Zellen zeigten weder TCPP noch TCEP in

den untersuchten Konzentrationen eine östrogene Wirkung.

Während die Positivkontrolle mit Östradiol  eine deutliche

Induktion der Aktivität des Enzyms Alkalische Phosphatase

induziert, bleibt die Aktivität nach TCPP oder TCEP-

Behandlung im Bereich der Kontrolle (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Alkalische Phosphatase-Aktivität in Ishikawa-Zellen
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5.6 Diskussion

Die hier untersuchten TCPP und TCEP zeigten in den

angewendeten toxikologischen Assays allenfalls bei sehr

hohen Konzentrationen einen adversen Effekt. So wurde

eine schwache Zytotoxizität gegenüber V79 Zellen erst ab

Konzentrationen von über 1 mM (284 mg/l TCEP und 327

mg/l TCPP) festgestellt. Es ist nicht auszuschließen, dass

andere, primäre Zellkulturen möglicherweise empfind-

licher reagiert hätten. Ein genotoxischer Effekt in Form

einer Induktion von DNA-Strangbrüchen konnte in den

durchgeführten Tests nicht nachgewiesen werden. Im

Ames-Assay mit acht verschiedenen Teststämmen zeigten

weder TCPP noch TCEP  mutagene Effekte. Es ergaben

sich also keine Hinweise auf ein mutagenes Potential oder

andere genotoxische Schäden  wie DNA-Strangbrüche

(Comet-Assay). Die Verwendung des externen Metabo-

lisierungssystems (S-9 Mix) zeigte in allen Testsystemen

keine Modulation des toxischen Effektes. Daher ist davon

auszugehen, dass auch durch eine Metabolisierung der

Substanzen keine stärker toxischen Metabolite gebildet

werden.

5   Toxikologische Daten

Für die beiden Testsubstanzen lagen bislang keine Daten zu

möglichen hormonellen Wirkungen in der Literatur vor.

Daher wurde im Rahmen dieses Vorhabens erstmals ein

Screening auf östrogene Wirkung der Substanzen durchge-

führt. In zwei verschiedenen Assays (mit Hefen und

Säugerzellen) waren keine östrogenen Wirkungen nach-

weisbar.

Es wird allerdings darauf hingewiesen, dass die eingesetz-

ten Testsysteme nur Aussagen für die von ihnen erfassten

Mechanismen zulassen. Dies lässt noch keine allgemeine

Bewertung der Substanzen im Sinne einer umfassenden

Risikoabschätzung zu.
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36 Analytischer Teil

6



Mit der vorliegenden Methode werden die folgenden Orga-

nophosphate aus Oberflächenwassern bestimmt: Tris(2-

chlorpropyl)phosphat (TCPP), Tris(chlorethyl)-phosphat

(TCEP), Tris(dichlorpropyl)phosphat (TDCP), Tri-iso-

butylphosphat (TiBP), Tri-n-butylphosphat (TnBP),

Tris(butoxyethyl)phosphat (TBEP) und Triphenylphos-

phat (TPP). 

6.1 Festphasenextraktion

Die Extraktion der Analyten erfolgt mittels Festphasen-

extraktion aus 1l Proben, welchen 100ng des internen

Standards (TnBPd27) zugesetzt wurden. Anschließend

werden die Analyten mit Toluol und tert-Butylmethylether

eluiert.. Nach Trocknung der organischen Phase erfolgt ein

clean-up über Kieselgel. Nach Einengen des Extraktes

erfolgte die Messung mittels GC-MS. Die Wiederfindung

des Extraktionsschrittes ist in Tabelle 12 gegeben. 
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Tabelle 12  Wiederfi ndungen der Analyten 
 (Festphasenextraktion)

Verbindung SPE-Wiederfi ndung [%]

TiBP 78

TnBP 87

TCEP 83

TCPP 80

TDCP 81

TBEP 90

TPP 75

3 6 Analytischer Teil



Tabelle 13  Methodenkenndaten der Gesamtmethode

Verbindung Retentionszeit
[min]

SIM-Ionen
[m/z]

Wiederfi ndung
[%]

RSD
[%]

Bestimmungs-
grenze [ng/l]

TiBP 10,87 155, 211 107 12 6

TnBP 11,95 155, 211 98 19 6

TCEP (LLE) 13,47 249, 251 31 33 12

TCEP (SPE) 13,47 249, 251 67 15 12

TCPP 13,85 277, 279 101 14 5

TDCP 18,92 381, 379 95 3 14

TBEP 19,55 199, 125 89 19 6

TPP 19,59 325, 326 93 27 6

6.2 Flüssig-Flüssig-Extraktion

Probenaufbereitung: 

Die Proben wurden mit Toluol und dem internen

Standards (jeweils 100ng TnBP-d27) versetzt gerührt.

Nach Phasentrennung wird die organische Phase abge-

nommen und getrocknet, eingeengt und mit GC- MS ver-

messen.

Beide beschriebenen Methoden eignen sich gleicherma-

ßen zur Bestimmung von Organophosphaten aus Ober-

flächen- gewässern. Die Festphasenextraktion ist bei der

Bestim-mung von TCEP vorzuziehen, da hier bessere

Wiederfin-dungsraten erzielt werden (Tabelle 13). Nach

Einbeziehung der entsprechenden Wiederfindungsraten

liefern beide Methoden (SPE und LLE) vergleichbare

Ergebnisse. Da stark matrixbehaftete Proben (Abwasser)

nach der Festphasenextraktion Minderbefunde ergaben,
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wurde vorwiegend mit Flüssigextraktion gearbeitet. Die

SPE diente hauptsächlich zur Absicherung der TCEP

Konzentrationen. Die Identifizierung der Analyten erfolgt

über die Retentionszeit und die Masse (m/z) des ausge-

wählten Massenfragments. Tabelle 9 zeigt die Validie-

rungsdaten für die verwendeten Methoden, Abbildung 30

zeigt am Beispiel von TCPP die Identifizierung der

Verbindungen über zwei Ionenspuren. Die Absicherung

über das full-scan-Spektrum der Verbindungen ist nur bei

höheren Konzentrationen möglich (Abbildungen 31-38).
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Abbildung 30 Selected ion monitoring (SIM) Chromatogramme von TCPP   
 einer Standardlösung und einer Abwasserprobe
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Da es sich beim TCPP um ein Isomerengemisch handelt,

werden beide Isomere über die aufgezeichneten Ionenspu-

ren sichtbar. Sie unterscheiden sich jedoch auf Grund ihrer

Retentionszeiten von 13,86 und 14,11 min (Abbildung 30).
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Die Untersuchungsreihen über die Ruhr,  im Abwassernetz

Dortmunds und die Kläranlagen Köln-Stammheim sowie

Dortmund-Deusen haben gezeigt, dass die hier betrachte-

ten Organophosphorverbindungen im Abwasser und

Oberflächenwasser nachweisbar sind. Obwohl die Ruhr als

Hauptquelle zur Trinkwasserversorgung des Ruhrgebiets

genutzt wird und eines der bestgeschützten Gewässer

Europas ist, konnten die Organophosphate schon wenige

Kilometer nach der Quelle nachgewiesen werden. Deutlich

zu erkennen ist, dass die Konzentrationen stromab bis zur

Mündung in den Rhein stark zunehmen. Als

Eintragsquellen für diese Verbindungen konnten in erster

Linie Kläranlagen identifiziert werden. Dabei zeigte sich,

dass die verschiedenen Klärwerke auch unterschiedlich zur

Verschmutzung beitragen. In Oberflächenwasserproben

mit direkter Einleitung von Klärwerksabläufen konnten

Höchstwerte von 150ng/l für TCEP, 380ng/l für TCPP und

120ng/l für TDCP ermittelt werden. Die nichthalogenierten

Organophosphate wurde hier mit bis zu 110ng/l TnBP,

1900ng/l TiBP und 480ng/l TBEP bestimmt.

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch

Nebenflüsse der Ruhr, wie z.B. die Möhne, von denen man

bisher annahm, dass sie kaum von Kläranlagen beeinflusst

sind, ebenfalls zur Verschmutzung der Ruhr beitragen. Es

liegt daher der Schluss nahe, dass es noch weitere bisher

unbekannte Eintragspfade geben muss. In Betracht zu zie-

hen wäre hier unter anderem der Eintrag aus Deponien.

Die Probenserie im Großklärwerk Köln-Stammheim zeig-

te, dass sich die halogenierten und nichthalogenierten

Organophosphate unterschiedlich verhalten. Während sich

bei den nichthalogenierten Verbindungen, wie TBEP und

TBP, Eliminierungsraten bis zu 88% über den gesamten

Abwasserreinigungsprozess feststellen ließen, wurde eine

Verringerung der Konzentrationen an den halogenierten

Verbindungen wie TCPP und TCEP nicht festgestellt. Die

Untersuchungen an der Kläranlage Dortmund-Deusen

zeigten, dass TCPP trotz Absorption am Schlamm kaum

entfernt wird. In den Abläufen der untersuchten

Kläranlagen wurden Konzentrationen bis zu 420ng/l TCEP,

6700ng/l TCPP, 290ng/l TDCP, 2300ng/l TnBP, 260ng/l

TiBP, 440ng/l TPP und 900ng/l TBEP bestimmt. 

In das Abwasser können die phosphororganischen Verbin-

dungen direkt über den Einsatz in Reinigungsmitteln (z.B.

TBEP) gelangen. Ein möglicher Weg des TCPPs und

TCEPs in das Abwasser ist über Hausstaub und Konta-

minationen von Textilien aus Innenräumen und Auto-

mobilen [Prösch & Puchert, 2003; Marklund et al., 2003;

Hansen et al, 2001]. Dadurch können die Organophos-

phate dann durch Wasch- und Reinigungsvorgänge ins

Abwasser eingetragen werden. Da FSM auch in Kunst-

stoffen für Wasserrohre eingesetzt werden [Asstech,

2004], kann deren Migration aus Hausinstallationen ins

Wasser nicht ausgeschlossen werden. Dennoch scheinen

weitere Eintragspfade zu existieren, die maßgeblich für

die Belastung der Gewässer von NRW verantwortlich sind.

So könnten diskontinuierliche Quellen, wie Bau- und

Abrisstätigkeiten zu einem punktuellen, kurzzeitigen

Eintrag führen.

Deshalb und auf Grund der Emission aus Baumaterial kann

keine Korrelation zu den an die Kläranlagen angeschlosse-

nen Einwohnern hergestellt werden. Dies zeigt auch die

zeitliche Variabilität der Befunde. 

Aufgrund der Kontaminationen der untersuchten Oberflä-

chengewässer wurden am Institut für Arbeitsphysiologie an

der Universität Dortmund zelltoxische (zytotoxische), erb-

gutschädigende (genotoxische), erbgutverändernde (muta-

gene) und hormonelle (hier: östrogene) Wirkungen von

TCPP und TCEP an Bakterien und an verschiedenen

Zellkulturmodellen untersucht. Diese toxikologischen

Untersuchungen zeigen, dass allenfalls bei sehr hohen

Konzentrationen schwache Effekte auftraten. So trat eine
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schwache Zelltoxizität gegenüber Zellkulturen von Lungen-

fibroblastenzellen des Hamsters (V79-Zellen) erst bei

Konzentrationen von über 1 mM (284 mg/l TCEP und 327

mg/l TCPP) auf. Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass

andere Zellen möglicherweise empfindlicher reagieren.

Eine Schädigung der Erbinformation durch von TCPP und

TCEP induzierte Brüche am DNA-Doppelstrang konnte in

V79-Zellen nicht nachgewiesen werden. Auch erbgutverän-

dernde Wirkungen wurden in einem allgemein anerkannten

Testsystem mit Salmonella-Bakterien (Ames-Assay) nicht

gefunden.

Für beide Testsubstanzen lagen bislang keine Daten zu

möglichen hormonellen Wirkungen in der Literatur vor.

Daher wurde im Rahmen dieses Vorhabens erstmals ein

Screening auf die östrogene Wirkung der Substanzen durch-

geführt. An Hefezellen (Glaxo-Era-Hefen) und an humanen

Endometrium-Karzinoma-Zellinien (Gebärmutterschleim-

haut) konnten keine östrogenen Wirkungen von TCEP oder

TCPP festgestellt werden. 

Die Verwendung des externen Metabolisierungssystems

(S-9 Mix) zeigte in allen Testsystemen keine Modulation

des toxischen Effektes. Daher ist davon auszugehen, dass

auch durch eine Metabolisierung der Substanzen keine

stärker toxischen Metabolite gebildet werden. Es wird

allerdings darauf hingewiesen, dass die eingesetzten

Testsysteme nur Aussagen für die von ihnen erfassten

Mechanismen zulassen. Dies lässt noch keine allgemeine

Bewertung der Substanzen im Sinne einer umfassenden

Risikoabschätzung zu. So wurde in früheren Studien die

aquatische Toxizität auf Fische, Algen und Daphnien unter-

sucht, die NOEC liegt für TCEP und TCPP bei 2-10 mg/l

[IUCLID, 1995a,b]. Beide Verbindungen sind in die

Wassergefährdungsklasse 2 (wassergefährdend) eingestuft

und besonders problematisch, da sie eine hohe Langzeit-

stabilität aufweisen und eine längerfristig schädliche
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Wirkung in Gewässern und für Wasserorganismen haben

können. Zur Wirkung von TCEP und TCPP auf den

Menschen liegen noch keine gesicherten Ergebnisse vor.

Im Tierexperiment mit Ratten konnte eine krebserzeugen-

de Wirkung und Neurotoxizität von TCEP festgestellt wer-

den [Industrie B.d.c., 1995]. Ein verminderter Eintrag der

persistenten chlorierten Flammschutzmittel in die aquati-

sche Umwelt im Sinne des Vorsorgeprinzips ist deshalb zu

fordern.

Die Gewässerqualitätsverordnung legt Qualitätsziele und

Programme zur Verringerung der Verschmutzung oberirdi-

scher Gewässer für 132 Stoffe fest. Das Qualitätsziel für

die Organophosphorverbindung Tributylphosphat (TBP)

beträgt 0,1 µg/l. Dieser Wert wird bei einer Vielzahl von

Proben in der Ruhr und deren Nebenflüssen nicht eingehal-

ten (Abbildung 5). Für die anderen in diesem Projekt unter-

suchten Organophosphate existieren keine Qualitätsziele.

Ob Verbindungen wie TCEP und TCPP, welche ebenfalls

deutlich oberhalb von 0,1 µg/l bestimmt wurden

(Abbildung 4), in das Programm zur Verringerung der

Oberflächenwasserverschmutzung aufgenommen werden

sollten, bleibt zu klären. 

Grundlage der Risikobewertung von Stoffen für den Um-

weltbereich ist der Vergleich der Umweltkonzentration

(PEC) mit deren Wirkung in den entsprechenden Umwelt-

kompartimenten (PNEC). Dieses Risk Assessment gibt je

nach Verhältnis von PEC zu PNEC eines Stoffes den mög-

lichen  Handlungsbedarf zur Verringerung des Eintrages in

die Umwelt vor. Für TCEP wird vom UBA ein vorläufiger

PNEC von 65 µg/l und für TCPP von 120 µg/l angegeben

[persönliche Mitteilung]. Die TCEP-Konzentration wurde

in den Oberflächengewässern mit bis zu 0,15 µg/l und in

Kläranlagenabläufen mit bis zu 0,43 µg/l bestimmt. TCPP

wurde in den Oberflächengewässern bis zu 0,38 µg/l und

im gereinigten Abwasser bis zu 6,7 µg/l aufgefunden. Die



gemessenen Konzentrationen sind somit für beide Ver-

bindungen geringer als der PNEC. Bei einem PEC/PNEC

kleiner als 1 gibt der Stoff keinen Anlass zu unmittelbarer

Besorgnis [Richtlinie 67/548/EWG]. Das Prinzip der

Konzentrations-Additivität für Umweltkontaminanten ist

hier jedoch zu bemerken. Dieses besagt, dass Verbindun-

gen auch in Konzentrationen unterhalb der Einzelstoff-

wirkungsschwellen zur Gesamttoxizität eines Substanzge-

misches beitragen können.

Ziel weiterer Untersuchungen sollte es sein, durch techni-

sche Maßnahmen in der Betriebsführung von Kläranlagen

eine bessere Entfernung der Organophosphate zu errei-

chen. Hierzu ist es notwendig, detaillierte Untersuchungen

der einzelnen Behandlungsschritte in Kläranlagen durch-

zuführen. Zudem sollten noch unbekannte Eintragspfade

aufgeklärt und der mögliche partikelgebundene Transport

der Verbindungen im Rohabwasser näher untersucht wer-

den.
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Tabelle 14  Übersicht über die Konzentrationen im Ablauf der Nachklärung (NK) und im Gesamtablauf  
 des Klärwerkes Köln-Stammheim

Datum Probenart TiBP 
[ng/l]

TnBP 
[ng/l]

TCEP 
[ng/l]

TCPP 
[ng/l]

TDCP 
[ng/l]

TBEP 
[ng/l]

TPP
[ng/l]

17.02.2003 NK Köln Ablauf1 180 95 190 1400 71 190 49

17.02.2003 NK Köln Ablauf2 220 130 230 1700 86 210 59

18.02.2003 Köln Ablauf1 120 110 260 2500 79 270 45

18.02.2003 Köln Ablauf2 120 110 270 2500 81 310 58

19.02.2003 NK Köln Ablauf1 810 340 700 9700 170 1500 110

19.02.2003 NK Köln Ablauf2 372 150 330 4500 83 750 51

25.02.2003 Köln Ablauf1 48 32 200 470 54 590 18

25.02.2003 Köln Ablauf2 290 590 410 4500 100 420 445

26.02.2003 Köln Ablauf1 140 190 320 2200 74 380 290

26.02.2003 Köln Ablauf2 150 310 330 2300 76 350 210

27.02.2003 Köln Ablauf1 200 270 420 1900 86 390 140

27.02.2003 Köln Ablauf2 170 180 360 1800 80 410 130

06.03.2003 Köln Ablauf1 210 2300 260 4800 180 330 92

06.03.2003 Köln Ablauf2 190 2300 230 5200 180 270 99

07.03.2003 Köln Ablauf1 200 1600 360 6400 170 330 81

07.03.2003 Köln Ablauf2 210 1600 380 6700 180 340 85

11.03.2003 Köln Ablauf1 100 150 300 2800 160 330 37

11.03.2003 Köln Ablauf2 100 170 320 2900 170 370 37

12.03.2003 Köln Ablauf1 110 120 360 2100 140 330 28

12.03.2003 Köln Ablauf2 110 140 380 2100 140 370 30

13.03.2003 Köln Ablauf1 160 170 360 1600 110 740 22

13.03.2003 Köln Ablauf2 170 160 400 1700 120 910 23

13.03.2003 NK Köln Ablauf1 180 650 410 1500 170 540 46

13.03.2003 NK Köln Ablauf2 190 690 410 1600 180 590 51

14.03.2003 Köln Ablauf1 150 500 420 1700 150 770 32

14.03.2003 Köln Ablauf2 140 480 400 1600 150 810 32

18.03.2003 Köln Ablauf1 130 160 350 2700 120 460 16

18.03.2003 Köln Ablauf2 150 170 420 3300 140 420 21

17.03.2003 NK Köln Ablauf1 350 230 320 2000 120 560 23

17.03.2003 NK Köln Ablauf2 350 250 350 2100 120 640 25

19.03.2003 NK Köln Ablauf1 350 190 410 3400 110 550 19

19.03.2003 NK Köln Ablauf2 360 230 450 3700 120 620 19

21.03.2003 NK Köln Ablauf1 310 170 320 2300 75 380 15

21.03.2003 NK Köln Ablauf2 360 190 400 2700 86 500 20

26.03.2003 Köln Ablauf1 140 180 370 2400 89 530 14

26.03.2003 Köln Ablauf2 120 150 340 2300 85 520 13
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Tabelle 15  Übersicht über die Konzentrationen im Zulauf zum Klärwerk Köln-Stammheim und  
 im Ablauf der Zwischenklärung

Datum Probenart TiBP 
[ng/l]

TnBP 
[ng/l]

TCEP 
[ng/l]

TCPP 
[ng/l]

TDCP 
[ng/l]

TBEP 
[ng/l]

TPP 
[ng/l]

17.02.2003 ZK Köln Ablauf1 1000 290 280 710 76 3100 68

17.02.2003 ZK Köln Ablauf2 1000 240 270 690 76 2500 68

18.02.2003 Köln Zulauf1 860 200 140 520 52 2300 48

18.02.2003 Köln Zulauf2 1200 250 190 710 68 2500 62

19.02.2003 ZK Köln Ablauf1 1800 300 380 5900 110 6100 140

19.02.2003 ZK Köln Ablauf2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

25.02.2003 Köln Zulauf1 1000 320 250 840 78 3400 220

25.02.2003 Köln Zulauf2 820 260 210 660 56 2100 150

26.02.2003 Köln Zulauf1 1600 370 350 930 96 4500 160

26.02.2003 Köln Zulauf2 1400 320 300 820 76 3400 130

27.02.2003 Köln Zulauf1 2100 1600 630 2700 120 5900 280

27.02.2003 Köln Zulauf2 2200 1800 640 2900 140 6300 300

06.03.2003 Köln Zulauf1 1400 6200 270 5100 98 3000 180

06.03.2003 Köln Zulauf2 1000 4800 220 3900 74 2600 140

07.03.2003 Köln Zulauf1 1400 860 260 6000 99 4500 220

07.03.2003 Köln Zulauf2 1300 730 240 5500 89 4000 200

11.03.2003 Köln Zulauf1 740 260 170 590 80 2300 57

11.03.2003 Köln Zulauf2 790 290 190 620 87 2400 62

12.03.2003 Köln Zulauf1 1300 390 380 1500 92 3300 110

12.03.2003 Köln Zulauf2 1400 400 400 1600 95 3100 100

13.03.2003 Köln Zulauf1 1100 960 330 1600 200 5000 150

13.03.2003 Köln Zulauf2 760 670 240 1100 150 3400 110

13.03.2003 ZK Köln Ablauf1 1200 4800 230 1700 190 3400 130

13.03.2003 ZK Köln Ablauf2 1100 4400 230 1600 170 3000 120

14.03.2003 Köln Zulauf1 1300 2100 230 1500 120 3900 91

14.03.2003 Köln Zulauf2 1600 2600 280 1900 150 4700 110

18.03.2003 Köln Zulauf1 550 360 65 270 41 1600 34

18.03.2003 Köln Zulauf2 1100 620 170 570 80 3200 59

17.03.2003 ZK Köln Ablauf1 970 270 200 600 85 2300 62

17.03.2003 ZK Köln Ablauf2 950 260 200 590 85 2300 59

19.03.2003 ZK Köln Ablauf1 2300 420 260 3300 80 4100 88

19.03.2003 ZK Köln Ablauf2 1300 240 150 1900 50 3000 56

21.03.2003 ZK Köln Ablauf1 2100 480 170 2000 56 3100 68

21.03.2003 ZK Köln Ablauf2 3100 620 270 3100 86 4300 83

26.03.2003 Köln Zulauf1 1000 870 190 1900 60 3000 85

26.03.2003 Köln Zulauf2 1300 1400 320 3000 81 4200 126

9   Anhang
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Geräte und Chemikalien

Chemikalien:

Methanol (suprasolv), Toluol (suprasolv), tert. Butylmethyl-

ether (suprasolv), n-Hexan (suprasolv), Aceton (p.a.),

Ethylacetat (p.a.) von Merck Darmstadt, Wasser (HPLC

grade) von J.T. Baker Griesheim

TDCP, TCPP (technisch) von Akzo Nobel Amersfoort (NL),

TnBP (99%), TiBP (97%), TBEP (94%), TPP (98%), TCEP

(97%) von Sigma-Aldrich Steinheim, TnBP-d27 (99,7%) 

Dr. Ehrensdorfer Augsburg

Kieselgel 60 von Merck Darmstadt, H2O-Phobic-DVB Fest-

phasenmaterial von J.T. Baker Griesheim 

Geräte:

GC (Thermoquest Trace 2000), MS (Trace MS), BEST

PTV- Injektor, AS 2000-Autosampler von Thermo Finnigan

Egelsbach

Säule:

DB5-MS von J&W

Durchführung des Zytotoxizitäts-Assays

Die verwendeten V79-Zellen (Fibroblasten-Zelllinie vom

Chinesischen Hamster) wurden in 96-Well Mikrotiterplatten

(10.000 Zellen pro Well, in Kulturmedium DMEM-Medium

mit 10% Fötalem Kälberserum (FCS) für 48 Stunden kulti-

viert. Am Versuchstag wurde das Medium abgenommen, die

Zellen 2 x mit PBS-Puffer gewaschen und mit den in

Kulturmedium gelösten Testsubstanzen für 24 Stunden inku-

biert. Im Test wurden auch eine Mediumkontrolle (ohne

Testsubstanz), eine Lösemittelkontrolle (Medium mit 0,5%

DMSO) und eine Wachstumskontrolle (ohne Medium) mit-

geführt.

Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen,

durch Neutralrot-Medium (12,5 µl mit 0,05 % Neutralrot in

Kulturmedium pro ml Medium) ersetzt und die Zellen wur-

den für 3 Stunden inkubiert. Danach wurde das Neutral-

rot-Medium abgenommen und die Zellen 5 x mit warmen

PBS (37 °C) gewaschen. Anschließend wurden 200 µl

Fixierlösung (1 % Eisessig, 50 % Ethanol in Aqua bidest.)

pro Well zugegeben und die Platten für 20 min auf einem

Plattenschüttler bewegt. Es folgte eine Extinktionsbe-

stimmung in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (Modell

340 ATC, SLT-Labinstruments) bei einer Wellenlänge 

von 540 nm. Für die anschließende Proteinbestimmung

wurden die Zellen nochmals 5 x mit PBS gewaschen, durch

Zugabe von 10 µl 0,1 % Triton-X-100 in 0,9 % NaCl pro

Well lysiert und über Nacht bei –70 °C eingefroren. 

Für die Proteinbestimmung wurde ein kommerziell erhält-

licher Kit (PIERCE BCA Protein Assay Reagent), dem die

Methode nach Bradford [1976] zugrunde liegt, verwendet.

Als Eichstandard dienten BSA-Lösungen im Konzentra-

tionsbereich zwischen 2 mg/ml und 0,2 mg/ml. In 96-Well

Mikrotiterplatten werden 200 µl des Reagenzgemisches

A:B (Mischungsverhältnis 50:1) pro Well pipettiert. Die

Mikrotiterplatte wurde anschließend auf einem Platten-

schüttler für 30 s vorsichtig geschüttelt und anschließend

für mindestens 30 min bei 37 °C im Brutschrank inku-

biert. Nach Abkühlung auf Raumtemperatur erfolgte die

Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 570 nm

im Mikrotiterplatten-Lesegerät. 

Durchführung des Comet-Assays

Glasobjektträger wurden vor der Beschichtung für 1 h in

eine Diethylether/Ethanol (70%)- Mischung (1:2 v/v)

gelegt und danach für 30 min in Ethanol (70 %) entfettet.

Nachdem die Objektträger vollständig getrocknet waren,

wurden sie kurz in eine etwa 60 °C heiße normal melting

point (NMP) Agaroselösung (1,5%) getaucht, wobei das

Beschriftungsfeld etwa bis zur Hälfte benetzt wurde. Die

Unterseite der Objektträger wurde abgewischt und die

Objektträger in horizontaler Lage bei Raumtemperatur

getrocknet. Die so präparierten Objektträger können für

mehrere Tage bei Raumtemperatur gelagert werden.

Für den Einsatz im Comet-Assay wurden die V79-

Zellkulturen für 72 h in 6-Well-Platten kultiviert. Für die 3-
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stündige Inkubation mit den Testsubstanzen wurde das

Kulturmedium durch FCS-freies Medium, welches die

Testsubstanz (gelöst in DMSO, Endkonzentration 0,1%)

enthielt, ersetzt. Alle Versuche wurden als Doppelbe-

stimmung in zwei unabhängigen Versuchen durchgeführt.

Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die

Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen und abtrypsi-

niert. Die Zellsuspension wurde dann bei 50 x g für 5 min

bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem PBS

resuspendiert, die Zellzahl auf 2 Mio./ml eingestellt und 20

µl der Zellsuspension wurden in 500 µl low melting point

(LMP) Agarose (37 °C) gegeben. Die Agaroselösung

wurde auf einen gekühlten, vorbeschichteten Objektträger

gebracht und mit einem Deckglas (60 x 40 mm2) abge-

deckt. Nach 4-5 min wurden die Deckgläschen seitlich

abgezogen und die Objektträger für mindestens 2 h bei 4

°C in Lysepuffer-Gebrauchslösung gestellt. 

Lysepuffer Stammlösung:

46,1 g/l NaCl, 37,2 g/l  EDTA, 1,2 g/l  TRIZMA, 10 g/l

(1:10 verdünnt in den Puffer geben) N-Lauroylsarcosyl, 

8-12 g/l NaOH, pH 10; 

Lysepuffer Gebrauchslösung:

78 ml Lysepuffer Stammlösung, 20 ml DMSO, 2 ml Triton

X-100) 

Nach der Lyse der Zellen wurden die Objektträger kurz in

Aqua bidest. getaucht und mit der Agaroseschicht nach

oben auf die Plattform einer Elektrophoresekammer gelegt.

Die Kammer wurde mit 8 °C kaltem Elektrophorese-Puffer

(12,0 g/l NaOH, 0,372 g/l Na2EDTA in Aqua bidest.)

gefüllt, so dass die Objektträger ca. 2-3 mm hoch mit

Puffer überdeckt waren. Für die Alkalidenaturierung und

Entwindung der DNA wurden die Proben für 30 min im

Puffer belassen. Um keine UV-induzierten DNA-Schäden

zu induzieren, wurden die Alkalidenaturierung und die

anschließende Elektrophorese ohne direkten Lichteinfall

durchgeführt. Die Elektrophorese erfolgte für 30 min bei

25 mV, 300 mA und 8 °C.

Die Objektträger kamen nach der Elektrophorese für 15 min

in Neutralisationspuffer (0,4 M Tris in Aqua bidest., pH 7,5)

und wurden anschließend mit Hilfe einer Ethanolreihe

(50%, 75% und 100%, jeweils 5 min) entwässert. Die ent-

wässerten Objektträger können bei Raumtemperatur über

einen längeren Zeitraum gelagert werden.   

Für die Analyse der Zellkerne wurde die DNA mit Ethi-

diumbromid (EB) (50 µg/ml in Aqua bidest.) angefärbt.

Hierzu wurden 50 µl EB auf die Objektträger gegeben und

mit einem Deckglas abgedeckt. Die Objektträger wurden

unter einem Fluoreszenzmikroskop (DMRB, Leica) bei

400facher Vergrößerung ausgewertet. 

Von jeder Konzentration wurden jeweils 100 Kerne von

zwei Objektträgern ausgewertet und zwar nur Kerne, die

nicht im Randbereich des Objektträgers lagen, nicht ver-

klumpt waren oder nicht zu dicht nebeneinander lagen. Die

Bildanalyse erfolgte mit der Bildanalysesoftware Comet

Assay II von Perceptive Instruments, Suffolk, England.

Für die Proteinbestimmung wurde ein kommerziell erhält-

licher Kit (PIERCE BCA Protein Assay Reagent), dem die

Methode nach Bradford [1976] zugrunde liegt, verwendet.

Als Eichstandard dienten BSA-Lösungen im Konzentra-

tionsbereich zwischen 2 mg/ml und 0,2 mg/ml. In 96-Well

Mikrotiterplatten wurden je 10 µl Zellsuspension jeder

Probe in Doppelbestimmung mit 200 µl des Reagenzge-

misches A:B (Mischungsverhältnis 50:1) pipettiert. Die

Mikrotiterplatte wurde anschließend auf einem Platten-

schüttler für 30 s vorsichtig geschüttelt und anschließend

für mindestens 30 min bei 37 °C im Brutschrank inku-

biert. Die Messung der Absorption erfolgte bei einer

Wellenlänge von 562 nm im Mikrotiterplatten-Lesegerät.



Durchführung des Amestests

Für diesen Assay wurden acht verschiedene Salmonella-

Stämme eingesetzt. Die Stämme TA 1535 und TA 100

detektieren Basensubstitutionen, die Stämme TA 1537, TA

1538 und TA 98 detektieren Leseraster-Mutationen und die

Stämme TA 102 und TA 104 reagieren besonders empfind-

lich auf oxidierend wirkende Mutagene [Marnett 1985].

Es werden 100 µl Salmonellen-Suspension eines Stammes

mit einer Zelldichte von 107 bis 109 KBE/ml 9 h in einer

Nährlösung bestehend aus Fleischextrakt, Pepton und NaCl

(Nutrient-Bouillon) bei 37 °C im Schüttelwasserbad ange-

züchtet. Am Testtag werden 500 µl Phosphatpuffer oder

frisch angesetzter S9-Mix (Unterscheidung der Untersu-

chung mit und ohne metabolische Aktivierung), 100 µl der

angezüchteten Bakteriensuspension und 100 µl der zu

untersuchenden Probe in ein Probengefäß pipettiert. Der

Ansatz wird 20 min bei 37 °C im Wasserbad präinkubiert.

Anschließend wird der Ansatz in 2 ml Weich-Agar (Top-

Agar) gegeben, der in einem Wasserbad bei 42 °C flüssig

gehalten wird. Dieser Oberschichtagar enthält Spuren von

Histidin und Biotin. Damit wird erreicht, dass die Bakterien

sich wenige Male teilen können und sich eine Mutation

manifestieren kann. Der Ansatz wird gleichmäßig auf einer

Agarplatte mit einem Selektivnährboden (Minimal-Agar-

Platte) verteilt. Die Platten werden 72 h bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert. Das im Top-Agar vorhandene

Histidin erlaubt den plattierten Bakterien einige Zelltei-

lungen. Dadurch entstehen mikroskopisch kleine Kolonien,

die einen milchigen Grauschleier im Plattenhintergrund bil-

den. Wenn das Histidin verbraucht ist, wachsen nur noch die

rückmutierten Bakterien zu sichtbaren Kolonien. Diese kön-

nen mit einem automatischen Zählgerät ausgewertet werden.

Nach der Auswertung wurden die Platten mikroskopiert und

der Plattenhintergrund bewertet. Bei einer Erhöhung der

Revertantenzahl und einem gleichmäßigen Plattenhinter-

grund ist von einem mutagenen Effekt auszugehen. Ist die

Revertantenzahl gegenüber der Spontanrate stark erniedrigt

und der Plattenhintergrund sehr aufgelockert, liegt ein zyto-

toxischer Effekt vor und die Bakterien sind vor der ersten

Teilung abgestorben.

Durchführung des rekombinierten Hefeassays

Eine aufgetaute Hefe-Stammkultur wird als Übernachtkul-

tur in 52 ml Wachstumsmedium bei 28 °C für 24 h unter

Schütteln angezogen. Am nächsten Morgen werden für die

Testkultur 0,5 ml der Übernachtkultur mit einer optischen

Dichte (OD) von 1 entnommen und in 52 ml Wachs-

tumsmedium plus CPRG-Enzymsubstrat gegeben. 

In die Wells einer 96-Mikrotiterplatten werden jeweils 1 bis

2 µl der in Ethanol gelösten Probe bzw. des Standards

pipettiert und bis zum Trocknen unter dem Abzug stehen

gelassen. Als Standardsubstanz dient 17ß-Östradiol. 

Nun wird das Gemisch von Hefen und Testmedium vor-

sichtig aufgeschüttelt und mit einer Multikanalpipette wer-

den jeweils 200 µl der Testkultur in die Wells der Mikro-

titerplatte pipettiert und bei 32 °C für 2 bis 3 Tage inku-

biert. 

An jedem Tag wird die Platte für 2 min stark bzw. ständig

leicht geschüttelt. Nach der 2 bis 3-tägigen lnkubation wird

die Färbung bei 540 nm und die Trübung bei 690 nm

gemessen.

In jedem Versuchsansatz werden Standards (Östradiol im

Konzentrationsbereich von 10-8 bis 10-12 M) mitgeführt

und die Aktivität der Probe darauf  bezogen. Die Extinktion

wird um die Trübung korrigiert. [Aktivität = Probe

E540nm/Probe E620nm].

Unter Berücksichtigung der testbedingten Verdünnung der

Probe (1:20) beträgt die Aufkonzentrierung bei der

Untersuchung des unverdünnten Probenextraktes AF = 100.

Durchführung des Ishikawa-Tests

Die Ishikawa Zelllinie (human endometrial carcinoma cell

line) wurde in DMEM/ Ham’s F12-Medium (1:1) ohne

Phenolrot, 5 % DCC-behandeltes FKS (DCC = dextran-

coated charcoal), 4 mM L-Glutamin, 10 µg/ml Insulin, 

33 µg/ml Gentamycin, 100 U/ml Penicillin G, 100 mg/ml

Streptomycin, 2 mM Na-Pyruvat kultiviert.
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Die Zellen wurden in 12 Well-Platten mit einer Dichte von

125.000 Zellen pro Well ausgebracht und mit den zu unter-

suchenden Substanzen (s.o.) inkubiert. Nach 72 Stunden

wurden die Zellen geerntet (Trypsin/EDTA) und im

Enzymreaktionspuffer (s.u.) mittels Ultraschalldesintegra-

tion aufgeschlossen. 

AlkP-Aktivitätsbestimmung:

Puffer:

100 mM CAPS, 274 mM Mannitol, 4 mM MgCl2, (pH 10.4) 

Substrat:

4 mM p-Nitrophenylphosphat

Messung:

spektrophotometrisch, bei λ = 405 nm

Für die Proteinbestimmung wurde ein BCA® Kit (Sigma)

verwendet.
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