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Kurzfassung des Berichtes

Im November 2017 startete das von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt geforderte Projekt
.Effekte von Mikroschadstoffen auf Makrozoobenthosorganismen® als Kooperationsprojekt
zwischen der Universitat Duisburg-Essen, dem Ruhrverband (Essen) und der Firma LimCo
International GmbH (Konstanz). Im Fokus dieses Projektes standen die Auswirkungen von
noch in gereinigtem Abwasser enthaltenen Mikroschadstoffen auf aquatische Wirbellose. Um
den Erfolg einer zuséatzlichen, auf Mikroschadstoffe abzielenden Abwasserreinigung zu
untersuchen, wurden die Auswirkungen einer vierten Reinigungsstufe in Form einer
Ozonierung im Rezirkulationsbetrieb untersucht, um so abzuschatzen, inwieweit damit der
Gewasserzustand nach Wasserrahmenrichtlinie im abwasseraufnehmenden Gewasser
verbessert werden kann. Dazu wurden konventionell behandeltes Abwasser, zusatzlich
ozoniertes Abwasser und Ruhrwasser (als Umweltreferenz) in FlieRrinnenversuchen
hinsichtlich ihrer Wirkung auf physiologische und ethologische Parameter bei ausgewahlten
Wirbellosenarten untersucht. Im Jahr 2018 erfolgten zunéchst die Erstellung und anschliel3end
die Etablierung einer Versuchsanlage mit unverdinntem Abwasser auf der Klaranlage
Schwerte. In den Jahren 2019 und 2020 fanden Versuche mit verdiinntem Abwasser statt, um
die Versuchsbedingungen den tatséchlich im FlieRgewasser vorzufindenden Bedingungen
anzugleichen.

Nachfolgend werden ausschlie3lich die Ergebnisse auf Basis der Versuche mit verdiinntem
Abwasser (2019 und 2020) dargestellt und diskutiert. Um die Reaktionen der Versuchs-
organismen auf konventionell gereinigtes und zusatzlich ozoniertes Abwasser zu untersuchen,
wurden drei biologische Antwortvariablen erhoben und ausgewertet: Mortalitat (bzw.
Uberleben), Bewegungsverhalten und physiologische Reaktionen (Biomarker).

Weder zusatzlich ozoniertes- noch rein konventionell behandeltes Abwasser zeigte tber den
gesamten Versuchszeitraum akut toxische Effekte auf das Uberleben der drei untersuchten
Wirbellosenarten (Kapitel 3.2.3). Im Gegensatz dazu legen sowohl die physiologischen
Antworten als auch die Verhaltensreaktionen der Organismen chronische Effekte nahe
(Kapitel 3.1, Treatment-unabhéngige Analysen). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
biologischen Endpunkte ,Verhalten® und ,Biomarker® von einzelnen Schadstoffklassen
besonders deutlich beeinflusst wurden und beide biologischen Antworten zudem miteinander
in Beziehung stehen.

Unter vergleichbaren Sauerstoffoedingungen in den Versuchswadssern waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Verhaltensreaktion im zuséatzlich ozonierten
Abwasser und im Ruhrwasser feststellbar, wahrend die Reaktion der Tiere im konventionell
behandelten Abwasser signifikante Unterschiede zeigte. Die physiologische Reaktion zeigte
nur bei einem Biomarker und auch nur fir eine Wirbellosenart einen signifikanten Unterschied
zwischen zusatzlich ozoniertem und konventionell behandeltem Abwasser.

Die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts legen nahe, dass die Verhaltensreaktionen der
Organismen in vielen Féllen deutlicher ausgepragt waren als ihre Biomarkerreaktionen.
Hinsichtlich der Versuchswasser zeigten nur die Tiere im konventionellen Abwasser signifikant
unterschiedliche Reaktionen von denen im zusatzlich ozonierten Abwasser und im
Ruhrwasser. Jedoch zeigte sich, dass auch das als Umweltreferenz verwendete Ruhrwasser
nennenswert mit Mikroschadstoffen belastet war, deren Ursprung sowohl auf im Einzugsgebiet
oberhalb gelegene Punktquellen (z. B weitere Klaranlagen) als auch diffuse Quellen (z. B.
Landwirtschaft) zurlickzufuihren ist.



Im Hinblick auf die Abwasserbehandlung legen die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts
nahe, dass die Sauerstoffkonzentration in den Abwassern zum Teil sehr stark reduziert war,
was mutmallich auf einen hohen biologischen Sauerstoffbedarf im behandelten Abwasser
zuriickzufuhren ist. Insbesondere im zusatzlich ozonbehandelten Abwasser waren die
Sauerstoffbedingungen fir die wirbellosen Organismen pessimal und lagen zum Teil deutlich
unter der Umweltqualitatsnorm. Gleichzeitig zeigten die Organismen unter diesen
Bedingungen eine signifikant erhdhte Gesamtaktivitdt und signifikante Veranderungen bei
zwei Biomarkern. Somit sollte im Hinblick auf eine Abwasserozonierung auch der potenziell
negative Effekt auf die Sauerstoffbedingungen im Gewasser ausdricklich mitbertcksichtigt
werden.

Bei der von den Versuchswassern losgeldsten Betrachtung der biologischen Endpunkte zeigte
sich, dass viele der fir die Reaktionen der Organismen verantwortlichen Mikroschadstoffe den
Schadstoffklassen Pflanzenschutzmittel und Industriechemikalien zuzuordnen sind. Gerade
bei den Pflanzenschutzmitteln kommen diffuse (flachenhafte) Eintrage lber landwirtschaftliche
Flachen im gesamten Einzugsgebiet eines FlieRgewassers als Eintragspfade in Betracht. Mit
einer zusatzlichen Abwasserbehandlung tber Klaranlagen sind diese Eintrage nicht zu fassen
und insbesondere nicht zu reduzieren.

In der Zusammenschau legen die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts nahe, dass die
zusatzliche Abwasserbehandlung in Form einer Ozonierung zwar effektiv ist und im Gegensatz
zum konventionell behandelten Abwasser keine chronischen negativen Auswirkungen auf die
Makroinvertebraten hat, sofern die Sauerstoffbedingungen die Umweltqualitatsnorm von
7 mg/L nicht unterschreiten. Um dadurch jedoch positive biologische Effekte auch im
FlieBgewasserabschnitt unterhalb einer Klaranlage zu erzielen, sind — abhangig von der
GewassergroRe und des Klarwasseranteils — flankierende Maflinahmen zur Reduktion der
diffusen Eintrage von Pflanzenschutzmitteln im Einzugsgebiet notwendig.

1. EinfuUhrung/Motivation

Durch verbesserte Analysentechnik kann inzwischen eine Vielzahl von Mikroschadstoffen
(z. B. Industriechemikalien, Pharmazeutika, Personal-Care-Produkte) in Gewassern
nachgewiesen werden, die aufgrund ihrer meist sehr niedrigen Konzentrationen im Bereich
von ng/L bis pg/L lange Zeit nicht quantifizierbar waren. Eine Uberschreitung der als
Umweltqualitadtsnorm fir die ,flussgebietsspezifischen Schadstoffe® (Oberflachengewéasser-
verordnung, Anlage 6) festgelegten Konzentrationen wird als miturséchlich fir eine
Schadigung von aquatischen Organismen angesehen, weshalb der Bau einer zusatzlichen,
vierten Reinigungsstufe fur viele Klaranlagen diskutiert bzw. gefordert wird. Die zusatzliche
Abwasserbehandlung erfolgt dann z. B. Uber den Rickhalt von Mikroschadstoffen mittels
Aktivkohlefilter oder den chemischen Abbau der Schadstoffe mittels Ozonierung (Stalter et al.,
2010).

Um den Effekt einer Ozonierung auf Gewasserorganismen abzuschatzen, wurden im
vorliegenden Forschungsprojekt unterschiedliche Antwortvariablen (Mortalitat, Verhalten,
Biomarker) des Makrozoobenthos untersucht. Uber die Betrachtung von Makrozoobenthos-
organismen im Vergleich mit einer Umweltreferenz (Flusswasser) wurden zwei wesentliche
Fragestellungen bearbeitet:



i) Wie wirken sich Mikroschadstoffe auf den 6kologischen Gewasserzustand nach EG-
WRRL aus?

i) Wirkt sich die zuséatzliche Abwasserbehandlung mit Ozon positiv auf die
untersuchten Organismen aus?

Zur Beantwortung der Fragen wurden Versuche mit Makrozoobenthosorganismen in
FlieBrinnen mit unterschiedlichen Versuchswassern (konventionell gereinigtes Abwasser,
zusétzlich ozoniertes Abwasser, Flusswasser aus der Ruhr) durchgefuhrt. Die
FlieRrinnenversuche liefen zwischen April 2018 und August 2020 auf einer vom Ruhrverband
betriebenen Klaranlage in Schwerte (Nordrhein-Westfalen).

Die Motivation des Projektes war, aus diesen Untersuchungen praktische Schlussfolgerungen
fur die Bewirtschaftung von Oberflachengewdassern ableiten zu kénnen und abzuschatzen,
inwiefern sich die Ozonierung als vierte Reinigungsstufe im Vergleich zum konventionellen
Abwasserreinigungsverfahren dazu eignet, den Gewasserzustand nach Wasserrahmen-
richtlinie zu verbessern.

2. Methodik/Vorgehensweise/Projektablauf
2.1 Projektablauf

Wahrend des Projektes wurden drei Versuchsphasen durchgefiihrt: Die ersten sieben
Versuche des Jahres 2018 dienten zunachst einer ersten Einschatzung der Toxizitat sowie
der Etablierung des Testsystems und wurden deswegen mit unverdinntem Abwasser
durchgefuhrt. Die weiteren 18 Versuche der Jahre 2019 und 2020 erfolgten mit verdiinnten
Abwasser, d.h. das Abwasser (konventionell und gereinigt) wurde im Verhéltnis 1:2 mit Wasser
der Ruhr gemischt. Dabei wurde der Grad der Verdinnung so gewahlt, dass mit Blick auf eine
Abwassereinleitung in ein Gewasser eine Extremsituation gegeben war, die Niedrigwasser-
verhéaltnissen mit einem hohen Abwasseranteil entsprechen sollte.

Jede grof3technische Versuchsdurchfihrung unter Freilandbedingungen ist Verhéaltnissen und
Entwicklungen ausgesetzt, die unvorhergesehen eintreten kénnen und dadurch den
Versuchsbetrieb beeintrachtigen. Dies kann den Ausfall von notwendigen technischen
Aggregaten wie Motoren, Pumpen, Probenehmer oder digitale Aufzeichnungs- und
Speichermedien betreffen oder auch mit schwierigen meteorologischen und hydrologischen
Umfeldbedingungen zusammenhéangen. Diesen unvermeidbaren Rahmenbedingungen waren
auch die insgesamt 23 Versuche auf der Klaranlage Schwerte unterworfen, die Uber den
gesamten Projektzeitraum durchgefiihrt wurden. Die in den Jahren 2018 bis 2020
herrschenden allgemeinen Witterungsbedingungen kamen dem gesamten Projekt grund-
satzlich zugute. Die gerade in den Sommerhalbjahren gegebenen und fast kontinuierlich
andauernden Trockenwetterphasen sorgten fir eine quasi gleichbleibende, nicht von
Regenwetterereignissen beeintrachtigte Qualitat sowohl des der Klaranlage zuflieRenden
Abwassers als auch des in der Ruhr abflieRenden Wassers.

Die Projektauswertung erfolgte nach der im Projektplan zun&chst nicht vorgesehenen dritten
Versuchslaufzeit im Jahr 2020 und war durch die zeitweise starken Einschrankungen durch
die COVID-19 Pandemie verzogert. Biomarkerproben konnten Uber mehrere Monate nicht
analysiert werden, da die Labore zeitweise geschlossen werden mussten und es zu
Lieferungsverzdogerungen von Labormaterialien kam. Die Durchfiihrung der Versuche musste
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zeitlich in den Sommer verschoben werden und erfolgte unter strengen Sicherheitsauflagen
und dem Einsatz eines verkleinerten Teams von Klaranlagenmitarbeitern, wodurch die tagliche
Kontrolle der Versuchsanlage nicht immer durchgefuhrt werden konnte und es vermehrt zu
Stérungen kam, so dass ganze Versuchsreihen nicht ausgewertet werden konnten (siehe
Anhang 1).

Unter Berlicksichtigung der vorgenannten Ausfiihrungen war es dennoch mdoglich, funf
Datensatze fur eine Auswertung der Einflisse von Mikroschadstoffeinleitungen auf
Makrozoobenthosorganismen in Gewassern zu nutzen und daraus Erkenntnisse abzuleiten,
die im Folgenden in aggregierter Form dargestellt sind. Die Verlangerung der Projektzeit
ermoglichte zudem weitere Analysen der Daten mittels eines Regressionsmodells.

2.2 Klaranlage Schwerte

Die kommunale Klaranlage in Schwerte hat eine Ausbaugrof3e von 50.000 Einwohnerwerten
und ist im biologischen Teil zweistraRig aufgebaut (Abb. 1). Neben der konventionellen
Abwasserreinigung besteht auf der Klaranlage Schwerte die Moglichkeit, im
Rezirkulationsbetrieb das Abwasser der zweiten Stral3e experimentell mit Ozon zu behandeln.
Die oxidative Behandlung kann in bis zu sechs Reaktoren mit jeweils einem Volumen von
32 m3 erfolgen, von denen jeweils drei mit Diffusoren ausgestattet sind. Fur die Versuche
wurde ein Reaktor fir die Ozonierung genutzt, wobei das Ozon im Wasser im Anschluss in
einem weiteren Reaktor ausgasen konnte. Das Abwasser wurde aus dem Nachklarbecken 2
in den Ozonreaktor gepumpt, dort behandelt und anschlieBend wieder zuriick in das
Belebungsbecken 2 geleitet (Abb. 1). Dies wurde dynamisch je nach Zuflussverhaltnissen
angepasst, sodass bei Trockenwetterbedingungen, wenn entsprechend hdhere stoffliche
Belastungen zu erwarten waren, ein hohes Rezirkulationsverhéltnis fir eine mdglichst
weitreichende Ozonbehandlung sorgte, wahrend bei hdherem Zufluss das Rezirkulations-
verhdltnis herunterreguliert werden konnte, da die erwarteten Stoffkonzentrationen
entsprechend geringer waren.

rKI'aranlage Schwerte =%

>

& - - ~-~! 3

Belebungsbecken 2
&

Abb. 1: Luftbild der Klaranlage Schwerte

2.3 Beschreibung der Versuchsanlage

Das Wasser fir die Versuche wurde mit einer Durchflussmenge von jeweils 1 L/s aus den
beiden Nachklarungen sowie aus der Ruhr entnommen und in drei 1000 L-Tanks
zwischengespeichert (Abb. 2). Somit konnte auf der Versuchsanlage mit konventionell
behandeltem Abwasser, zusatzlich ozoniertem Abwasser und Ruhrwasser (Umweltreferenz)
parallel gearbeitet werden. Durchflussbedingt lag die rechnerische Aufenthaltszeit des
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Wassers in den Tanks bei 16 Minuten, sodass einer Erhitzung des Wassers durch
Sonneneinstrahlung weitgehend ausgeschlossen werden konnte. Sauerstoffgehalt und
Wassertemperatur wurden mittels automatischer Sonden in Echtzeit aufgezeichnet.

Die Beschickung der eigentlichen Versuchsanlage konnte im Freigefdlle ohne zusatzliche
Pumpen erfolgen. Uber Schlauche wurden die drei Versuchswéasser zunéchst in Mischbehalter
aus Plexiglas mit 10 L Fassungsvermogen geleitet, in denen die Verdinnung (und im
Versuchsjahr 2020 die Beluftung) des Versuchswassers erfolgte. Zudem waren die Zulaufe zu
den Mischbehéltern mit Nylonnetzen ausgestattet, um einen Eintrag von Organismen (z.B.
Tubifex sp., Chironomidae) in die Versuchsanlage zu verhindern. Das Wasser wurde in sechs
FlieRrinnen aus Plexiglas mit jeweils 110 L Fassungsvermdgen geleitet und dort mittels
Schaufelradern bewegt, um eine laminare Stromung mit einer Geschwindigkeit von 0,1 m/s zu
erzeugen. Die Schaufelrader wurden Uber eine gemeinsame Kurbelwelle von einem Motor
angetrieben (Abb. 2) und das Wasser wurde im Kreis zirkuliert. Uber Zu- und Ablaufe erfolgte
ein kontinuierlicher Wasserwechsel, wobei die mittlere Aufenthaltszeit des Wassers 12
Stunden betrug.

Schaufelrader °c)) Biomonitorbereich

Abwasser 1/3
konventionell
2/3
Ruhrwasser
2/3 X_L.
Abwasser
ozoniert 173 /
Misch-
behélter

Abb. 2: Aufbau der Versuchsanlage von oben betrachtet, Versuche der Jahre 2019 und 2020 mit
verdiinntem Abwasser (ein Teil Abwasser, zwei Teile Ruhrwasser)

In jede Rinne wurde ein aus jeweils acht Messkammern bestehender Biomonitor eingesetzt,
so dass die Messkammern laminar durchstromt wurden. In jeder Messkammer befand sich ein
Individuum, dessen Bewegung Uber einen Zeitraum von max. 14 Tagen aufgezeichnet wurde.
Die Messung der Bewegungsaktivitdt erfolgte mittels Sensoren, die ein elektrisches Feld
erzeugten und Spannungsanderungen detektierten.

Alle mit dem Versuchswasser in Kontakt stehenden Materialien wurden mit dem Ziel
ausgewahlt, das Risiko einer Kontamination des Versuchswassers uber Lésungsprodukte
(z.B. Weichmacher) oder Korrosion (z.B. Eisenoxid, Kupferoxid) zu minimieren. Es kamen u.
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a. lebensmittelechte Silikonschlauche und Trinkwasserrohre sowie Edelstahlbauteile zum
Einsatz. Die 1000 L-Tanks wurden zwei Wochen vor Inbetriebnahme gewassert und mehrfach
durchgespiilt.

Das konventionell behandelte und das zusétzlich ozonierte Abwasser wurden in den
Versuchen der Jahre 2019 und 2020 verdinnt (ein Teil Abwasser, zwei Teile Ruhrwasser), um
die Versuchsbedingungen realistischeren Verhaltnissen im Gewdasser anzunédhern. Dennoch
entspricht dieser Verdinnungsfaktor an der entsprechenden Klarwassereinleitungsstelle in die
Ruhr Extrembedingungen bei niedriger Wasserfuhrung, um das Risiko fur FlieRgewéasser-
organismen unter ,worst-case Bedingungen“ abschatzen zu kénnen (Abb. 2).

2.4 Untersuchte Arten

Als Tierarten fur die Versuche wurden je eine Art aus den Insektenordnungen Ephemeroptera
(Eintagsfliegen), Plecoptera (Steinfliegen) und Trichoptera (Kdcherfliegen) stellvertretend fir
das Makrozoobenthos ausgewahlt. Die drei Ordnungen werden auch als EPT-Taxa
zusammengefasst und gehoéren zu den vergleichsweise sensitiven Organismen mit hohen
Anspriichen an die Wasserqualitat. EPT-Taxa sind bewertungsrelevant im Sinne der
Gewasserbewertung nach EG-WRRL und nehmen einen zentralen Stellenwert im deutschen
Bewertungssystem PERLODES ein (Meier et al., 2006).

2.4.1. Ephemera danica

Ephemera danica gehdrt zur Ordnung Ephemeroptera und ist sowohl im Mittelgebirge als auch
im Tiefland Deutschlands weit verbreitet. Ihre Lebensdauer betragt bis zu drei Jahre, wobei
der Uberwiegende Teil davon als aquatische Larve verbracht wird. Die Larven leben mithilfe
modifizierter Mundwerkzeuge grabend im Substrat der Gewéassersohle (Hynes 1970, Elliott et
al.,1988) und ernahren sich vorwiegend von Detritus (Elliott et al., 1988, Ladle & Radke 1990,
Lopez-Rodriguez et al., 2009). Die Bestimmung der Art erfolgte nach Eiseler 2005, wobei eine
Verwechslung mit der Schwesterart E. vulgata auch aufgrund der unterschiedlichen
Lebensraumanspriiche ausgeschlossen werden konnte.

2.4.2 Leuctra geniculata

Leuctra geniculata gehdrt zur Ordnung Plecoptera und hat einen einjahrigen Lebenszyklus.
Die Larven leben in grobmaterialreichen und kiesigen Gewdassern im Tiefland und im
Mittelgebirge Deutschlands und bendétigen kiihles, sauerstoffreiches Wasser. L. geniculata ist
an dem flachen, breiten Mentum sowie an Auswiichsen an den Antennen zu erkennen, mithilfe
derer sie sich durch das Substrat gréabt und anhand derer sie gut von weiteren Arten der
Gattung zu unterscheiden ist (Eiseler, 2010).

2.4.3 Hydropsyche incognita

Hydropsyche incognita gehort zur Ordnung Trichoptera. Als Vertreter der Familie
Hydropsychidae durchlauft die Art einen einjahrigen Lebenszyklus., wobei die Larven
zwischen Juni und Juli schlipfen, mehrere aquatische Larvenstadien durchlaufen und sich im
Sommer des Folgejahres verpuppen und zum adulten Tier heranwachsen (Waringer & Graf,
2011). H. incognita lebt als Larve in FlieRgewassern und tritt im Frihjahr und Sommer in grof3er
Zahl auf moosbewachsenen Steinflachen auf (Sattler, 1958, Pitsch, 1993). Die
Nahrungsaufnahme erfolgt Gber das Abweiden von Fangnetzen, welche die Art in schnell
flieRendem Wasser spinnt (Wallace & Malas 1976, Sattler, 1958, Wallace, 1975). Im
Gegensatz zu den meisten anderen Familien innerhalb der Trichoptera leben Hydropsychidae
nicht in Kéchern, sondern weisen eine langliche Kérperform mit nach vorne gestrecktem Kopf
auf (Holzenthal et al., 2007). Diese Lebensweise ist fur Verhaltensmessungen deshalb
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relevant, da Kiemenbewegungen und andere Bewegungen nicht durch einen Kdcher verdeckt
werden.

2.5 Experimentelle Durchfuhrung

Alle Versuchsorganismen wurden an zwei Probestellen (Schwerte: N°51.432481; E°7.567460,
Arnsberg: N°51.440037; E°7.964420; siehe Abb. 3) aus der Ruhr entnommen, an denen sie
in einer hohen Dichte vorkamen. Die Entnahme der Individuen erfolgte mittels Kicksampling
(Meier et al., 2006) mit einem Handnetz (Rahmen: 25 x 25 cm, Maschenweite: 0.5 mm; Abb.
3).

S T et st (R sy
~ZSIe iR SR, )\ Gpm
- \’ ; ’ -(‘ & = 4 ;)~ " < yf / %ﬁ
L oA . Arngberg Be ;?ﬁo Bestimmung der Spezies
¥ S5 ( 'Z! i Makrozoobenthos- F"
e R 4= Sampling (H“)O
Probestellen an der Ruhr Konservierung von 0

Referenzorganismen
Einsetzen der
Organismen in MFB-
Messkammern

Biomarkeranalyse [ l

T

Bestimmung der

Exposition in FlieRrinnen

' Mortalitatsraten
\ Konservierung der Uber 14 Tage
Organismen in
flussigem Wasserproben fir
Analyse der gemessenen Stickstoff/Ethanol chemische
Verhaltensmuster Analyse

Abb. 3: Probenahme- und Expositionsverfahren im Flierinnenversuch

Die Bestimmung der Tiere erfolgte unter einem Binokular, um eine sichere Zuordnung der
Individuen zu den drei Arten sicherzustellen. Zudem wurden jeweils Referenzorganismen in
96%igem Ethanol konserviert und im Labor nachbestimmt. Die frisch gefangenen Individuen
wurden mithilfe einer Pipette in die Messkammern eingesetzt, diese dann in die vom
Versuchswasser durchstromten Flie3rinnen eingespannt und Uber bis zu 14 Tage exponiert.
Wahrend der Expositionszeit wurde die Aktivitat der Versuchstiere mithilfe von Biomonitoren
gemessen und aufgezeichnet. Beide Seiten der Kammer waren mit Netzen (Maschenweite:
63 um) verschlossen, um ein Entkommen der Tiere zu verhindern Die vorwiegend Sediment-
lebenden Arten E. danica und L. geniculata wurden fir die Versuche in den Jahren 2019 und
2020 mit Sediment in den Kammern gehalten. Dazu wurde jeweils ein halber Teeloffel
vorgesiebtes Sediment aus der Ruhr (Arnsberg) mit Korngréf3en zwischen 2 mm und 63 pm
in die Kammern gegeben. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden die Organismen entnommen,
Uberlebende Versuchstiere zum Transport in flissigem Stickstoff eingefroren und fiir die
anschlieBende Biomarkeranalyse im Labor bei -80°C gelagert. Eine Ubersicht (ber die
Erhebung, Analyse und Darstellung der Daten der chemischen Analytik, Mortalitatsraten,
Biomarker und Gesamtaktivitat ist in Abb. 4 dargestellt.



2.6 Erhebung der Mortalitatsraten

Jeder Versuch begann mit der Exposition von acht Individuen pro Wassertyp. Das Uberleben
wurde am Ende jedes Versuchs anhand der Gesamtzahl der vorhandenen Individuen pro
Wassertyp abzlglich der toten Tiere berechnet. Zum Ende einiger Versuche waren einzelne
Tiere nicht mehr in den Messkammern auffindbar und somit war eine Mortalitdt dann nicht
berechenbar. Die fehlenden Tiere kénnten auch aus der Messkammer entkommen oder nach
dem Tode bereits mikrobiell abgebaut worden sein und sind in die Berechnung der Mortalitét
nicht mit einbezogen. Die Ergebnisse wurden fir die erfolgreichen Versuche aus den Jahren
2019 und 2020 getrennt berechnet und dargestellt.

2.7 Messung und Analyse der Verhaltensdaten

Zur Messung der Aktivitat der Versuchstiere wurde der von der LimCo International GmbH
(Konstanz, Deutschland) entwickelte Multispecies Freshwater Biomonitor (MFB) verwendet
(Gerhardt et al., 1994, 1998c). Der Biomonitor besteht aus jeweils acht zylindrischen
Durchfluss-Messkammern (6 cm lang, 2 cm Durchmesser). Jede Messkammer wird mit einem
zu untersuchenden Individuum bestiickt, so dass es sich frei darin bewegen kann. Uber die
bewegungsbedingte Anderung eines hochfrequenten elektrischen Wechselstrom-Feldes in
der Messkammer kann die Aktivitat der Individuen quantitativ gemessen und aufgezeichnet
werden. Einflisse des elektrischen Feldes auf Invertebraten konnten bereits durch frihere
Studien ausgeschlossen werden (Kirkpatrick et al., 2006).

Ein Messintervall betrug jeweils zehn Minuten und bestand aus einer Messphase (vier
Minuten) und einer Ruhephase (sechs Minuten). Je Messphase wurden 5.000 Einzel-
messungen durchgefiihrt, so dass dadurch eine zeitlich hoch aufgeloste Analyse der Aktivitat
des Testorganismus ermdglicht wurde. Zudem war es durch die hochfrequente Messung
maoglich, die Bewegungsaktivitdt mittels Fast-Fourier-Transformation in ihre einzelnen
Frequenzbestandteile (0,5 bis 8,5 Hz) zu unterteilen (Gerhardt et al., 1994, 1998c, 2020).

Fur die nachfolgenden Analysen wurde 1 Hz als Marker fir die Gesamtaktivitat gewahlt. Die
Auswahl beruht auf einer umfangreichen Kalibrierung der Daten unter gleichzeitiger
Verwendung von Videoaufnahmen. Die erhobenen Messwerte des jeweiligen Versuchstages
wurden anschlie3end fur alle 24 Stunden und jedes Individuum, das die 14-tdgige Exposition
Uberlebte, mit Hilfe von R Studio (Version 1.3.95.9) aufsummiert. Um einen Vergleich der
Verhaltensanderungen wéahrend des Versuchszeitraums zu ermdglichen, wurden die Daten
als Mittelwerte Uber 24 Stunden aggregiert, was eine tagliche Auflésung der Verhaltensdaten
ermdglichte.

Die Gesamtaktivitat wurde bei E. danica, fir einen Versuch ausgewertet, bei L. geniculata fur
vier Versuche und bei H. incognita fur finf Versuche. Die Versuche V8 bis V12 fanden im Jahr
2019 ohne zusatzliche Luftzufuhr statt, Versuche V19 und V20 hingegen mit zusatzlicher
Luftzufuhr in die Mischbehélter im Jahr 2020.

2.8 Biomarkeranalysen

Insgesamt wurden sechs Biomarker und der Gesamtproteingehalt als MafRe fur die
physiologische Wirkung auf die Versuchstiere ermittelt und analysiert. Die Indikatorfunktionen
der Biomarker sind in Tab. 1 zusammengefasst. Die detaillierte Beschreibung der
Analyseverfahren fiir die Biomarker befindet sich in Anhang 2.



Tab. 1: Ubersicht iiber die sieben analysierten Biomarker und deren Funktionen als Marker

Biomarker Funktion Einheit Verwendete Arten
Gesamtproteingehalt | Bezugsgrofie fir die enzymatische Aktivitat, da die Masse / Aktivitat eines Biomarkers immer Mg E. danica,
(BCA) auf die eingesetzte Proteinmasse bezogen wird L. geniculata,
H. incognita
Catalase (CAT) Enzym der Entgiftung, Teil der Abbaukette freier Radikale (Hyperoxide), bei der zunachst H202 | U Cat/ug E. danica,
durch die Superoxid-Dismutase (SOD) entsteht, welches von der Katalase zu Sauerstoff und Protein L. geniculata,
Wasser umgebaut wird H. incognita
Glutathion-S- Enzym der Entgiftung carcinogener, mutagener, toxischer Alkylierungsmittel, einiger U GST/mg E. danica,
Transferase (GST) Pharmazeutika und weiterer Xenobiota Protein L. geniculata,
H. incognita
Acetylcholin- Marker fur Neurotoxizitat, sensitiv flir Organophosphate und einige Pflanzenschutzmittel U AChE/mg E. danica,
Esterase (AChE) Protein L. geniculata,

H. incognita

Glykogen Erndhrung und Energiereserven ug Glykogen/ E. danica,
ug Protein H. incognita

Lipid Erndhrung und Energiereserven pg Lipid/ ug E. danica,
Protein H. incognita

Lipid-Peroxidation Marker flr oxidativen Stress (oxidative Degradation von Lipiden) nmol MDA E. danica,
conjugate/mg H. incognita
Protein
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2.9 Wasseranalysen und Auswahl relevanter Mikroschadstoffe

Am Ablauf der Anlage waren Probennehmer installiert, die Gber 24 Stunden Wasserproben fir
die chemische Analytik entnahmen. Aus jeder Wasserprobe wurden vom Kooperationslabor
Ruhrverband/EGLV nach den jeweiligen DIN-Verfahren rund 200 Stoffe analysiert. Neben
grundlegenden Wasserparametern wie pH-Wert, Leitfahigkeit, chemischem Sauerstoffbedarf,
einigen Nahrstoffen sowie Metallen wurden 188 Mikroschadstoffe aus insgesamt acht
Stoffklassen untersucht: Antibiotika, Schmerzmittel, Psychopharmaka, Rontgenkontrastmittel,
Beta-Blocker, andere Pharmazeutika, Industriechemikalien und landwirtschaftliche Stoffe. Die
tber 24 h entnommenen Wasserproben wurden kihl und dunkel gelagert und im Labor
Uberwiegend zu 72 h-Mischproben (selten 48 h-Mischproben) vereinigt und dann auf die
vorgenannten Parameter untersucht (Abbildung 4). Fir die Datenanalysen wurden
anschliel3end die Mikroschadstoffe ausgewahlt, deren Konzentrationen regelméaRig Uber der
Bestimmungsgrenze lagen und eine Varianz im Datensatz zeigten. Eine detaillierte Ubersicht
der Stoffe ist in Anhang 3 aufgeflhrt.

2.10 Sauerstoff und Wassertemperatur

In den Versuchsjahren 2019 und 2020 wurden Sonden fur eine stiindliche Sauerstoff- und
Temperaturmessung genutzt. Diese waren in den FlieBrinnen installiert und wurden nach den
jeweiligen Versuchsreihen ausgelesen. Urspringlich waren die Flie3rinnenversuche ohne
zusatzliche Luftzufuhr geplant. Aufgrund von zwischenzeitlichen Auswertungen der Sauer-
stoffsonden, in denen Unterschiede des Sauerstoffgehalts in den verschiedenen Wassertypen
sichtbar wurden, wurde beschlossen, die Versuche im Jahr 2020 mit zusatzlicher Luftzufuhr
durchzufiihren, um die Sauerstoffbedingungen in den Versuchswassern anzugleichen. Dazu
wurden jeweils zwei Diffusoren in jeden Mischbehalter gehéangt und mit einer Bellftungsanlage
betrieben. Aufgrund der zwei unterschiedlichen Sauerstoffszenarien wurden die Versuche der
Jahre 2019 und 2020 getrennt ausgewertet. Aus den Sauerstoff- und Temperaturdaten wurden
Sauerstoffsattigungen berechnet und fir jeden Versuch getrennt dargestellt (Anhang 7).

2.11 Statistische Analysen

Fur die statistische Analyse des Zusammenhangs zwischen den analysierten Mikroschad-
stoffen und den biologischen Antworten kamen zwei Verfahren zum Einsatz. Zum einen wurde
ein Regressionsverfahren eingesetzt, das die Mikroschadstoffe (Deskriptoren) direkt und
unabhéngig von den experimentellen Einheiten (konventionelles Abwasser, zusatzlich
ozoniertes Abwasser, Ruhrwasser) in Beziehung setzt. Das Verfahren wird nachfolgend
» 1 reatment-unabhangige Analysen“ genannt. Zum anderen wurde ein klassisches faktorielles
Analyseverfahren mit den unterschiedlichen Wassertypen als (faktorielle) experimentelle
Einheiten gewéhlt. Die jeweiligen Antworten werden dann nach dem Faktor getrennt,
verglichen und evtl. vorhandene Unterschiede dann auf Signifikanz getestet. Dieses Verfahren
wird nachfolgend als ,Treatment-abhangige Analysen® bezeichnet.
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Abb. 4: Ubersicht iiber die Erhebung, Analyse und Darstellung der erhobenen Daten



2.11.1 Treatment-unabhangige Analysen

Als biologische Antwortvariablen wurden die Aktivitat (1 Hz) und die Biomarkerergebnisse der
Versuchsorganismen herangezogen, wobei die zeitliche Auflésung der Messungen
(Messintervalle) variierte (Tabelle 2). Die Aktivitat bei 1 Hz diente hier als Surrogat fur
hauptséchlich Lokomotionsbewegungen der Organismen und reprasentiert somit die
Fortbewegungsaktivitat. Die Aktivititsmessungen wurden in Anlehnung an die abiotischen
Deskriptoren entsprechend zu 48 h- bzw. 72 h-Mittelwerten aggregiert. Die Ergebnisse fir die
Biomarker wurden nur einmal zum Ende eines Versuches und dann nur fur die Gberlebenden
Individuen ermittelt.

Tab. 2: Ubersicht der ausgewerteten Versuche und Antwortvariablen mit Angaben der Messintervalle
zur zeitlichen Auflésung der Messungen. Zur Beschreibung der individuellen Versuche vgl. Anhang 1.

Parameter Leuctra geniculata Hydropsyche incognita

Versuche V11, V12, V19, V20 V11, V12, V19, V20

Aktivitatsmessungen | Aggregation zur Analyse: 72 h-Mittelwerte | Aggregation zur Analyse: 72 h-
Ngesamt = 60 72 h-Mittelwerte Mittelwerte
Ngesamt = 60 72 h-Mittelwerte

Biomarkermessungen | 3 Biomarker: Catalase, Glutathion-S- 6 Biomarker: Catalase,
Transferase, Acetylcholinesterase Glutathion-S-Transferase, Gly-
Ngesamt = 12 Messwerte je Biomarker kogen, Lipid, Lipidoxidase,

Acetylcholinesterase
Ngesamt = 12 Messwerte je
Biomarker

Als abiotische Deskriptoren in den statistischen Analysen wurden 50 der rund 200 analysierten
Mikroschadstoffe ausgewahlt (Anhang 3). Als Auswahlkriterium dienten i) ein weitgehend
vollstandiges Vorliegen der Messwerte oberhalb der Bestimmungsgrenze sowie ii) die
Variabilitdit der Messdaten im Sinne von Konzentrationsunterschieden zwischen den
Wasserproben. Mikroschadstoffe, die mindestens ein Kriterium nicht erfillten, waren fur die
statistischen Analysen aufgrund fehlender Variabilitat und/oder Relevanz im vorliegenden
Datensatz von untergeordnetem Interesse und wurden ausgeschlossen. Das bedeutet aber
explizit nicht, dass die ausgeschlossenen Mikroschadstoffe im Hinblick auf ihre mdgliche
Wirkung irrelevant sein mussen. Fir die statistische Gegentberstellung mit den
Biomarkergehalten wurden die jeweiligen 48 h- bzw. 72 h-Mittelwerte der Mikroschadstoffe zu
Gesamtmittelwerten aggregiert, die dann den gesamten Versuchszeitraum reprasentierten.

Zur Untersuchung von Effekten unterschiedlicher Stoffklassen wurden die 50 ausgewéhlten
Mikroschadstoffe in acht Klassen unterteilt (Tabelle 3), wobei die Anzahl der Mikroschadstoffe
pro Klasse variierte. Die Einteilung in Stoffklassen beruhte auf der jeweiligen Klassifizierung
der Substanz (REACH - Verordnung (EG) 1907/2006: Europaische Chemikalienverordnung
zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe).

Neben den Mikroschadstoffen wurden keine weiteren abiotischen Deskriptorvariablen
bericksichtigt. Eine erweiterte Regressionsanalyse unter Berucksichtigung weiterer Ko-
Variablen (Sauerstoffgehalte, Temperatur, Metalle und organische Stoffe) ist aufgrund der
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ohnehin bereits hohen Anzahl Deskriptorvariablen sowie der vergleichsweise geringen
Stichprobengré3e statistisch nur schwer umzusetzen.

Tab. 3: Ubersicht der untersuchten Stoffklassen (fiir die Zuordnung von 50 Mikroschadstoffen zu den Klassen
siehe Anhang 3).

Klasse Abklrzung | Anzahl
Antibiotika AN 7
Schmerzmittel (painmeds) PA 4
Psychopharmaka PS 5
Roéntgenkontrastmittel (X-ray contrast media) XR 4
Betablocker BE 7
Andere Pharmazeutika (other pharmaceuticals) | OT 9
Industriechemikalien IN 5
Pflanzenschutzmittel (agricultural substances) AG 9

Ziel dieser statistischen Analyse war es, die Einflussstarke der Mikroschadstoffe als
Deskriptoren der beiden biologischen Antworten Aktivitat (1 Hz) und Biomarkerantwort von
max. sechs Biomarkern zu quantifizieren. Dazu wurde zunachst die Kollinearitat der
Mikroschadstoffe mit einer Korrelationsanalyse untersucht. Die Analyse ergab, dass viele
Mikroschadstoffe sehr hoch miteinander korreliert waren (Spearmans rho >0.95), was durch
eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) aller Mikroschadstoffe bestatigt wurde (Anhang 4). Die
Analyse des Zusammenhangs von Mikroschadstoffen und biologischer Antwort erfolgte
daraufhin Uber Partial Least Squares Regression (PLSR, Wold et al., 2001).

Die PLSR ist eine multivariate Regressionsmethode, die es erlaubt, eine groRe Anzahl
kollinearer Variablen als Deskriptoren in einem Regressionsmodell zu nutzen (Mevik &
Wehrens 2007). Sie kombiniert dabei Methoden der Gradientenanalyse (PCA) mit einer
Regression, wobei letztlich nicht die urspringlichen Deskriptoren, sondern mathematisch
ermittelte (Haupt-) Komponenten zur Analyse herangezogen werden. Diese Komponenten
stellen synthetische Variablen dar, die geeignet sind, die urspringlich in zahlreichen
Deskriptoren enthaltene Variabilitit zusammenzufassen und zu quantifizieren. Sie kénnen
dann als neue Deskriptoren fir zum Beispiel Regressionsmodelle genutzt werden. Neben ihrer
Eignung fur kollineare Deskriptoren liegt ein weiterer Vorteil der PLSR darin, dass sie fir relativ
niedrige StichprobengréRen geeignet ist (Mevik & Wehrens 2007).

Alle PLSR-Modelle wurden zunadchst mit den Standardeinstellungen, d.h. mit
10 Komponenten und einer nachgeschalteten Kreuzvalidierung berechnet (ncomp = 10,
validation = ,CV*). Auf Basis der Modellgite (ermittelt als Vorhersagefehler ,Root Mean
Square Error of Predition® RMSEP) wurde die Anzahl Komponenten mit dem geringsten
RMSEP-Wert ermittelt und darauf basierend ein finales Modell mit ebendieser Anzahl
Komponenten berechnet. Die Ergebnisinterpretation erfolgt Utber einen Plot der
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Regressionskoeffizienten fur alle 50 Mikroschadstoffe, der die individuelle Einflussstarke aller
Mikroschadstoffe auf die Antwortvariable zusammenfassend darstellt. Zur numerischen und
vergleichenden Interpretation wurden die Koeffizienten standardisiert (Summe aller
Koeffizienten = 100) und dann die Mikroschadstoffe mit den jeweils finf héchsten positiven
und negativen standardisierten Koeffizienten ermittelt. Jede der insgesamt elf Analysen (zwei
plus neun Modelle, vgl. Tab. 4 und 5) mindete somit in einer Liste der zehn
erklarungsstarksten Mikroschadstoffe flr die jeweils untersuchte Antwortvariable.

Alle statistischen Analysen sowie numerischen und grafischen Ergebnisdarstellungen wurden
mit R (R Core Team 2021) generiert. Die PLS-Regressionsmodelle wurden mit dem Paket
.pls* (Mevik & Wehrens 2020) berechnet.

2.11.2 Treatment-abhangige Analysen

Die Ermittlung der Reinigungsleistung der Ozonierung erfolgte auf Basis der im Rahmen der
Vorversuche mit unverdinntem Abwasser erhobenen Messdaten aus dem Jahr 2018, da in
den Versuchsjahren 2019 und 2020 mit verdinntem Abwasser gearbeitet wurde. Fir die
prozentuale Ermittlung wurde folgende Formel verwendet: Reinigungsleistung % =
(Konzentration im konventionellen Abwasser - Konzentration im zusatzlich ozonierten
Abwasser) * 100 / Konzentration im konventionellen Abwasser. Die Reinigungsleistung wurde
fur jeden der 50 Stoffe und jeden der 30 Messzeitpunkte des Jahres 2018 (sofern der
gemessene Wert Uber der Bestimmungsgrenze lag) ermittelt und zusammenfassend
dargestellt.

Unterschiede der Uberlebens- bzw. Mortalitatsraten nach Wassertyp wurden mittels Pearson’s
Chi2-Test auf Signifikanz getestet. Unterschiede der Verhaltensdaten wurden individuell fiir
jedes Uberlebende Tier und jeden Versuch zunéchst als mittlere Aktivitat iber einen gesamten
Versuchszeitraum aggregiert. Verglichen und getestet wurden dann die individuellen
aggregierten Mittelwerte aller Individuen pro Wassertyp. Die Testung erfolgte nach
Bestéatigung der Normalverteilung der Verhaltensdaten (mit Shapiro-Wilk-Tests) Uber eine
einfaktorielle ANOVA (Analysis of Variance) und nachgeschaltet Uber post-hoc Tests nach
Tukey. Zudem wurde mittels einer mehrfaktoriellen ANOVA getestet, ob die Sauerstoff- und
Temperaturbedingungen signifikante Einflisse auf das Verhalten der Organismen hatten
(Anhang 6). Dazu wurde die Aktivitat der Tiere als abhangige Variable festgesetzt und in 24
Stunden-intervallen wurden die Faktoren Sauerstoff (unter/Uber 7 mg/L des jeweiligen
Versuchstages) und Temperatur (unter/iber 24°C am jeweiligen Versuchstag) getestet. Die
Testung der Biomarkerdaten erfolgte aufgrund fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-
Walllis-Test und nachgeschaltet Uber ,multiple comparisons“-Tests nach Dunn. Die jeweils
nachgeschalteten Testverfahren korrigieren das Signifikanzniveau fir multiple Paarvergleiche.
Die Uberlebens- bzw. Mortalitatsraten und die Biomarkerdaten wurden jeweils fur die
Versuchsjahre 2019, bzw. 2020 aggregiert ausgewertet und berechnet. Als Grundlage fur
diese Auswertungen wurden fir E. danica Versuch 9 (2019), bzw. Versuch 23 (2020) genutzt,
fur L. geniculata Versuche 10, 11 und 12 (2019), bzw. 19. (2020) und fir H. incognita die
Versuche 8, 11, 12 (2019), bzw. 19 (2020). Die Messwerte der chemischen Substanzen
wurden ebenfalls fur die Jahre aggregiert zusammengefasst dargestellt, wobei bei
Messwerten, die unterhalb der Bestimmungsgrenze lagen, % der jeweiligen
Bestimmungsgrenze als Wert festgesetzt wurde. Datengrundlage waren Messwerte der
Versuche 8, 9, 10, 11, 12 (Jahr 2019), bzw. 19, 20, 23 (Jahr 2020). Eine Ubersicht iber alle
Versuche ist in Anhang 1 zu finden.
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3. Projektergebnisse
3.1 Treatment-unabh&angige Analysen

3.1.1 Einfliisse der Mikroschadstoffe auf die Gesamtaktivitat

Die grafische Ausgabe einer PLS-Regression ist in Abbildung 5 exemplarisch fur die Aktivitat
von H. incognita bei 1 Hz dargestellt. Das Regressionsmodell kommt mit zwei synthetischen
Hauptkomponenten zur Erklarung der Variabilitdt der Antwortvariable aus, wobei die zweite
Komponente einflussstéarker ist als die erste. Mit wenigen Ausnahmen liegen die hdchsten
Ausschlage und damit die einflussstarksten Mikroschadstoffe im Bereich der
Industriechemikalien und Pflanzenschutzmittel (IN_ bzw. AG_) rechts im Diagramm. Dies wird
durch die standardisierten Regressionskoeffizienten der zehn einflussstarksten
Mikroschadstoffe bestatigt (Abbildung 6). Sieben der TOP 10 Mikroschadstoffe gehorten einer
der beiden Stoffklassen an.
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Abb. 5: Regressionskoeffizienten von 50 Mikroschadstoffen im PLS-Regressionsmodell zur Aktivitat (1
Hz) von H. incognita mit zwei Komponenten. (Erklarung der Mikroschadstoff-Abkiirzungen im Anhang
3). Das Modell erklart 75% der Variabilitat in den Mikroschadstoffdaten und 53% der Variabilitat der
Antwortvariablen. Die deutlichen Unterschiede der Ausschlage eines Modells mit einer und eines
Modells mit zwei Komponente(n) deuten auf eine sehr viel héhere Erklarungsstarke der zweiten
Komponente hin. Zu erkennen ist eine Haufung hoher Ausschlage im Bereich der Industrie- (IN_) und

Pflanzenschutzmittel (AG_) rechts.
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Standardisierter Regressionskoeffizient

Abb. 6: TOP 10 einflussstarkste Mikroschadstoffe im PLS-Regressionsmodell zur Aktivitat (1 Hz) von
H. incognita (vgl. Abbildung 4). Positiv mit der Aktivitat korrelierte Koeffizienten sind in A, negativ
korrelierte Koeffizienten in B dargestellt. Sieben d der zehn dargestellten Mikroschadstoffe gehdren
zur Gruppe der Industrie- (IN_) und Pflanzenschutzmittel (AG_).

Die zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zur Aktivitat (1 Hz) von H. incognita und
L. geniculata erfolgt in Tabelle 4. Zu erkennen ist zum einen, dass das Modell zu L. geniculata
mit nur 25% erklarter Variabilitat der Antwortvariablen deutlich schlechter ausfiel als das
Modell zu H. incognita, wahrend beide Modelle die Variabilitat in den Mikroschadstoffdaten mit
etwa 75% &hnlich gut abbildeten. Zum anderen fallt auf, dass im Modell zu L. geniculata
mehrere Stoffklassen eine wichtige Rolle spielten; der fur H. incognita erkennbare
dominierende Einfluss von Industriechemikalien und Pflanzenschutzmitteln wurde durch das
Modell zu L. geniculata nicht bestatigt.

Tab. 4: : Zusammenfassung der PLS-Regressionsmodelle zum Einfluss der Mikroschadstoffe auf die
Aktivitat (1 Hz) von L. geniculata und H. incognita.

PLSR Aktivitat (1 Hz) Leuctra Hydropsyche
geniculata incognita

Anzahl Komponenten im finalen Modell 2 2
Erklarte Variabilitat in den Mikroschadstoffdaten 74% 75%
(Deskriptoren)
Erklarte Variabilitat der Aktivitat (Antwort) 25% 53%
Haufigkeit der TOP 10 Mikroschadstoffe nach Stoffklasse

Antibiotika (AN) 2 1

Schmerzmittel (PA) 1

Psychopharmaka (PS)

Roéntgenkontrastmittel (XR) 1 1
Betablocker (BE) 1

Andere Pharmazeutika (OT) 2 1
Industriechemikalien (IN) 1 2
Pflanzenschutzmittel (AG) 2 5
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3.1.2 Einflusse der Mikroschadstoffe auf die Biomarkergehalte

Die Zusammenfassung der einflussstarksten Mikroschadstoffe bzw. Stoffklassen auf Basis der
PLS-Regressionen erfolgte analog zum oben dargestellten Vorgehen fir die Aktivitat und ist
in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die Modellglte war akzeptabel, wobei alle Modelle jeweils mindestens
75% der Variabilitat in den Mikroschadstoffdaten erklarten. Die erklarte Variabilitat der
Biomarker schwankte je nach Modell zwischen 61 und 87%.

Hinsichtlich der Rolle der einzelnen Mikroschadstoffklassen zeigte sich fir beide untersuchten
Wirbellosenarten ein deutlich dominierender Einfluss der Pflanzenschutzmittel (AG_). Sie
waren Uber alle Modelle aufsummiert insgesamt 35-mal unter den TOP 10 Deskriptoren
vertreten, was etwa 39% der insgesamt 90 TOP 10 Deskriptoren entsprach (vgl. Tabelle 5).
Zusammen mit den Industriechemikalien lag ihr Anteil bei knapp 58% aller TOP 10
Deskriptoren. Die vergleichsweise konsistenten Ergebnisse Uber alle Biomarker und beide
untersuchten Arten unterstreichen die dominierende Rolle von Industriechemikalien und
Pflanzenschutzmitteln und damit ihren starken Einfluss auf die physiologischen
Antwortvariablen

Tab. 5: : Zusammenfassung der PLS-Regressionsmodelle zum Einfluss der Mikroschadstoffe auf die
Biomarkergehalte von L. geniculata und H. incognita. Die Gesamtanzahl der TOP 10 Ergebnisse pro
Mikroschadstoffklasse Uber alle Modelle ist in der letzten Spalte (fett) aufgefuhrt. CAT: Katalase, GST:
Glutathion-S-Transferase, ACHE: Acetylcholin-Esterase, GLY: Glycogengehalt, LIP: Lipidgehalt, LPO:
Lipid-Peroxidase

Leuctra geniculata Hydropsyche incognita >
PLSR Biomarker CAT GST [ ACHE | CAT GST GLY LIP LPO [ ACHE
Anzahl Komponenten 2 4 3 3 3 6 8 2 8
im finalen Modell
Erklarte Variabilitat 81% | 79% | 86% | 76% | 81% | 79% | 80% | 75% | 79%
der Mikroschadstoffdaten
(Deskriptoren)
Erklarte Variabilitat 73% | 63% | 87% | 67% | 61% | 70% | 68% | 75% | 82%
der Aktivitat (Antwort)
Haufigkeit der TOP 10
Mikroschadstoffe nach
Stoffklasse
Antibiotika (AN) 1 2 1 1 2 7
Schmerzmittel (PA) 1 1 1 3
Psychopharmaka (PS) 1 1
Rontgenkontrastmittel (XR) 2 1 1 1 1 1 7
Betablocker (BE) 1 1 1 1 1 5
Andere Pharmazeutika (OT) 1 3 1 1 4 2 2 1 15
Industriechemikalien (IN) 1 2 3 2 3 1 1 2 2 17
Agrarchemikalien (AG) 6 S 2 4 4 2 4 3 5 35
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Hinsichtlich des Vorzeichens der Mikroschadstoffeinflisse auf die Biomarker waren innerhalb
der Mikroschadstoffklassen keine einheitlichen Muster zu erkennen. Positiv und negativ mit
der jeweiligen Biomarkerkonzentration korrelierte Industriechemikalien und Pflanzenschutz-
mittel kamen in etwa gleich haufig vor.

3.2 Treatment-abhangige Analysen

3.2.1 Reinigungsleistung der Ozonierung

Die Reinigungsleistung der zuséatzlichen Ozonierung im Vergleich zum konventionell
behandelten Abwasser, basierend auf den Messungen des Jahres 2018, zeigte fir die
Stoffauswahl der 50 betrachteten Stoffe eine unterschiedliche Effektivitat (Abb. 7). Die
Reinigungsleistung in den Stoffklassen Antibiotika, Schmerzmittel (mit der Ausnahme von 4-
Acetaminoantipyrin), Psychopharmaka und Betablocker lag bei rund 50%. Bei der Klasse
Rontgenkontrastmittel lagen die durchschnittlichen Reinigungsleistungen zwischen 7 und 42%
und somit etwas niedriger. Auch die Klasse der Anderen Pharmazeutika zeigte ein hetero-
genes Bild mit durchschnittlichen Reinigungsleistungen zwischen -35 und 52%. Ebenso zeigte
die Gruppe Pflanzenschutzmittel eine starke Variabilitat in den durchschnittlichen Reinigungs-
leistungen zwischen 2 und 63%. Die Gruppe der Industriechemikalien zeigte insgesamt die
geringsten Reinigungsleistungen mit Werten zwischen 0 und 25%. Zwei Stoffe, 4-Acetamido-
antipyrin und Metformin, zeigten negative Reinigungsleistungen, also hdhere Stoffkonzen-
trationen im zuséatzlich ozonierten Abwasser verglichen mit denen im konventionellen
Abwasser.
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Abb. 7: Reinigungsleistungen (%) der zusatzlichen Ozonierung im Vergleich zum konventionell
behandelten Abwasser, basierend auf den Messdaten aus dem Jahr 2018, erhoben mit unverdiinntem
Abwasser. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.
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3.2.2 Stoffkonzentrationen

Betrachtet man die 50 Mikroschadstoffe, die in den Versuchsjahren 2019 und 2020 tber der
Bestimmungsgrenze lagen und zudem eine Variabilitdt im Datensatz zeigten, fallen
insbesondere fir die Pharmazeutika (Abb. 8 A, B) die meist deutlich héheren Konzentrationen
im konventionell behandelten Abwasser (im Folgenden mit ,CW* bezeichnet) auf.
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Abb. 8: Konzentrationen der Stoffauswahl pharmazeutischer Mikroschadstoffe, sortiert nach sechs
Stoffklassen in den drei Versuchswassern, aufgeteilt in die Versuche der Jahre 2019 (A) und 2020 (B).
Dargestellt sind die Daten in Box-Whisker Plots, wobei 50% der Daten innerhalb der Box liegen (oberes
Ende: 25% Perzentil, unteres Ende: 75% Perzentil), der Median mit einem Strich eingezeichnet ist und
die minimalen und maximalen Ausreil3er als Whisker dargestellt sind
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Im zusatzlich ozonierten Abwasser (im Folgenden mit ,OW“ bezeichnet) fielen die
Konzentrationen der Pharmazeutika niedriger aus, wahrend sie im Ruhrwasser (im Folgenden
als ,RW* bezeichnet) noch einmal deutlich geringer waren als in den beiden Abwassern. Die
Stoffklassen ,Industriechemikalien® und ,Pflanzenschutzmittel® waren in allen drei Wassern
gering konzentriert (bis 0.25 pug/L), wobei sich bei vier der neun analysierten
Pflanzenschutzmittel (Metazachlor ESA, Metolachlor ESA, Terbuthylazin, Propiconazol)
mitunter die héchsten Konzentrationen im Ruhrwasser zeigten (Abb. 9 A, B, Anhang 3).

In den Abwassern waren insbesondere die Stoffklassen ,Schmerzmittel”, ,Betablocker®,
»-Rontgenkontrastmittel“ und ,Andere Pharmazeutika“ in den jeweils hochsten Konzentrationen
vertreten. Im Ruhrwasser hingegen waren nur die Stoffklassen ,Schmerzmittel” und ,Andere
Pharmazeutika®“ prominent.

Im Jahresvergleich zeigten sich ahnliche Konzentrationsmuster der untersuchten Stoffe fir
beide Jahre, wobei einige Stoffkonzentrationen divergierten. So zeigten viele der
Pharmazeutika im Jahr 2020 breitere Streuungen als in den Messungen des Jahres 2019
(Abb. 8 A, B). Die Industriechemikalien und Pflanzenschutzmittel zeigten ebenfalls im
Jahresvergleich &hnliche Muster, hier zeigten sich in den Messungen des Jahres 2019 etwas
breitere Streuungen (Abb. 9 A, B).
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Abb. 9: Konzentrationen der Stoffauswahl nicht-pharmazeutischer Mikroschadstoffe, sortiert nach zwei
Stoffklassen in den drei Versuchswassern, aufgeteilt in die Versuche der Jahre 2019 (A) und 2020 (B).
Dargestellt sind die Daten in Box-Whisker Plots, wobei 50% der Daten innerhalb der Box liegen
(oberes Ende: 25% Perzentil, unteres Ende: 75% Perzentil), der Median mit einem Strich
eingezeichnet ist und die minimalen und maximalen Ausrei3er als Whisker dargestellt sind.
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3.2.3 Mortalitatsraten

Die Versuche mit verdinntem Abwasser zeigten fir keine der drei untersuchten
Wirbellosenarten signifikante Unterschiede hinsichtlich der Uberlebensrate zwischen den
Wassertypen (Abb. 10. Die Uberlebensrate lag in beiden Versuchsjahren fiir L. geniculata mit
80-90% etwas hoher als fur E. danica und H. incognita (jeweils 70—75%). Auch zwischen den
beiden Versuchsjahren waren keine Unterschiede im Uberleben der drei Arten festzustellen,
obwohl die Sauerstoffbedingungen in den Jahren 2019 und 2020 insbesondere im ozonierten
Abwasser (OW) deutlich variierten (vgl. Abb. 10 A und B sowie Anhang 7, Kap. 2.10.).
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Abb. 10: Uberlebens- bzw. Mortalitatsraten der drei exponierten EPT-Taxa E. danica, L. geniculata
und H. incognita, getrennt dargestellt fiir die Versuchsjahre 2019 und 2020. RW: Ruhrwasser, CW:
konventionell gereinigtes Abwasser, OW: zuséatzlich ozoniertes Abwasser. Die Zahlen in den Saulen
beziehen sich auf die absolute Anzahl der Organismen pro Versuchsjahr, Art und Treatment.
Individuen, die am Ende des jeweiligen Versuchs nicht wiedergefunden werden konnten, wurden nicht
in die Darstellung einbezogen.

3.2.4 Gesamtaktivitat der Organismen

H. incognita zeigte in allen vier ausgewerteten Versuchen signifikante Aktivitdtsunterschiede
zwischen den beiden Abwassern (Abb. 11 A, B, D, E). So war die Aktivitat von H. incognita im
OW hoher als die im CW. L. geniculata hingegen wies in V11 (Jahr 2019) eine signifikant
erhdhte Aktivitat im OW auf, wahrend die Aktivitat in V19 (Jahr 2020) im Vergleich zum CW
signifikant reduziert war. V20 zeigte eine &hnliche Tendenz, allerdings keine signifikanten
Ergebnisse (Abb. 11, C, F, G).
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Der Vergleich zum Ruhrwasser machte die Unterschiede zwischen den Versuchsjahren
sichtbar: H. incognita zeigte in beiden Abwéassern im Jahr 2019 héhere Aktivitaten (Abb. 10 A,
B) verglichen zum Jahr 2020 (Abb. 11 D, E). Die Aktivitat im OW war im Jahr 2019 signifikant
erhdht im Vergleich zum RW, waéhrend sie im Jahr 2020 mit RW auf einer Hohe lag. Die
Aktivitat im CW lag im Jahr 2019 mit RW auf einer H6he, war im Jahr 2020 jedoch signifikant
reduziert im Vergleich zum RW und OW (Abb. 11 A, B, D, E). Die Aktivitaten von L. geniculata
waren im OW im Jahr 2019 signifikant erhéht, verglichen zu RW und CW, wéahrend sie im Jahr
2020 mit RW auf einer Hohe lagen. Ahnlich wie bei H. incognita lag die Aktivitat im CW im Jahr
2019 auf einer Ebene mit der Aktivitat im RW, war jedoch im Jahr 2020 signifikant erhdht im
Vergleich zu RW und OW (Abb. 11 C, F, G).

Der Analyse der Verhaltensdaten war eine mehrfaktorielle ANOVA mit den Faktoren
Sauerstoff und Temperatur vorgeschaltet. Diese diente dazu, Versuche mit einem eindeutig
signifikanten Einfluss des Sauerstoffgehaltes oder der Temperatur auf das Verhalten zu
identifizieren. Die Verhaltensdaten der durch diese Faktoren beeinflussten Versuche befinden
sich in Anhang 6 (Ergebnisse der mehrfaktoriellen ANOVA siehe Anhang 7).
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Abb. 11: Gesamtaktivitat von H. incognita und L. geniculata in den Versuchen (gekennzeichnet mit
dem Kiirzel ,V* und der Nummer des Versuchs) der Jahre 2019 und 2020. Dargestellt sind die
Mittelwerte (+ SD) der Gesamtaktivitat der Uberlebenden Tiere Uber den gesamten Versuchszeitraum.
RW = Ruhrwasser, CW = konventionell behandeltes Abwasser, OW = zusétzlich ozoniertes
Abwasser. Signifikante Unterschiede sind auf Basis der One-way ANOVA mit Tukey’s post hoc-Test
sind mit *: p < 0,05, **: p < 0,01 bzw. ***: p < 0,001 gekennzeichnet.
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3.2.5 Biomarker

Die sechs fur E. danica analysierten Biomarker zeigten signifikante Ergebnisse fir die Aktivitat
der Achetylcholin-Esterase (AChE), Lipid-Peroxidase (LPO) und Glutathion-S-Transferase
(GST). Wéhrend die AChE-Aktivitat im zusétzlich ozonierten Abwasser im Vergleich zu den
anderen beiden Wassern signifikant erhoht war (RW: p=0,006, CW: p=0,004), war sie fur LPO
signifikant reduziert im Vergleich zu den anderen beiden Wassern (RW: p<0.001, CW:
p=0.021) (Abb. 11 C, D). Zwischen Ruhrwasser und konventionell behandeltem Abwasser
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 12) fir das Jahr 2019. Fir das Jahr 2020
hingegen war eine signifikant erhohte Aktivitdét von GST im zuséatzlich ozonbehandelten
Abwasser verglichen zum konventionell behandelten Abwasser (p=0,007) feststellbar (Abb. 12
B). Bei L. geniculata hingegen fanden sich fir keinen der drei gemessenen Biomarker
signifikante Unterschiede (Abb. 13). H. incognita wies fur das Jahr 2019 bei der Betrachtung
der Lipidgehalte eine signifikante Reduktion im konventionell gereinigten Abwasser verglichen
zum Ruhrwasser (p=0,018) (Abb. 14 E) auf. Fur zusatzlich ozoniertes Abwasser und fir das
Versuchsjahr 2020 wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden (Abb. 14).

Einige Biomarker zeigten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsjahren. So war die
LPO-Aktivitat von E. danica in RW und CW im Versuchsjahr 2019 héher als im Jahr 2020,
L. geniculata zeigte im Jahr 2019 niedrigere Catalase- und hohere GST-Aktivitaten als im Jahr
2020 und bei H. incognita wurden im Jahr 2019 hohere AChE- und GST-Aktivitaten und
niedrigere Lipid- und Glycogengehalte gemessen als im Jahr 2020 (Abb. 12-14).
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Abb. 12: Ergebnisse von E. danica fur die Biomarker-Messungen aus den Versuchsjahren 2019 und
2020, aufgetrennt nach Versuchswassern und Jahren. RW: Ruhrwasser, CW: konventionell
gereinigtes Abwasser, OW: zusatzlich ozoniertes Abwasser. Signifikante Unterschiede sind auf Basis
des Kruskal Wallis-Tests mit Dunn’s post hoc-Test sind mit *: p < 0,05, **: p < 0,01 bzw. ***: p < 0,001
gekennzeichnet.
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Abb. 13: Ergebnisse von L. geniculata flr die Biomarker-Messungen aus den Versuchsjahren 2019
und 2020, aufgetrennt nach Versuchswassern und Jahren. RW: Ruhrwasser, CW: konventionell
gereinigtes Abwasser, OW: zuséatzlich ozoniertes Abwasser. Aufgrund der geringen Biomasse von L.
geniculata konnten lediglich drei Biomarker gemessen werden. Die Daten wurden mittels des Kruskal
Wallis-Tests auf Signifikanz getestet.
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Abb. 14: Ergebnisse von H. incognita fiir die Biomarker-Messungen aus den Versuchsjahren 2019
und 2020, aufgetrennt nach Versuchswassern und Jahren. RW: Ruhrwasser, CW: konventionell
gereinigtes Abwasser, OW: zusatzlich ozoniertes Abwasser. Signifikante Unterschiede sind auf Basis
des Kruskal Wallis-Tests mit Dunn's post hoc-Test sind mit *: p < 0,05 gekennzeichnet.
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4. Diskussion

4.1 Treatment-unabhangige Analysen: Reaktionen auf bestimmte
Mikroschadstoffklassen

Die uUbergreifende Betrachtung der Zusammenhange zwischen den Mikroschadstoff-
konzentrationen und den biologischen Antwortvariablen zeigte, dass je nach Stoffklasse
unterschiedlich starke biologische Reaktionen hervorgerufen wurden. Fir die beiden
Wirbellosenarten H. incognita und L. geniculata war zudem ein starker Zusammenhang
zwischen Biomarker- und Verhaltensreaktionen feststellbar. H. incognita beispielsweise
reagierte nicht nur auf Ebene des Biomarkers Acetylcholinesterase (Marker fir Neurotoxizitat),
sondern parallel dazu auch mit einer Verhaltensanderung. Der Zusammenhang zwischen
negativen Einfliissen auf die neuronale Signalverarbeitung und einer veranderten Lokomotion
bzw. Ventilation von Organismen wurde hier erstmals eindeutig nachgewiesen.

Ferner waren Verhaltens- und Biomarkerreaktion nicht nur miteinander, sondern auch mit
bestimmten Stoffklassen verknipft. Insbesondere Pflanzenschutzmittel spielten dabei eine
herausragende Rolle. Die Umweltqualitdtsnormen (Jahresdurchschnitt) der hier untersuchten
relevanten Pflanzenschutzmittel liegen vorwiegend im Bereich von 0,002 bis 0,1 ug/L (Brinke
etal., 2017), was verdeutlicht, dass einzelne Pflanzenschutzmittel auch schon in sehr geringen
Konzentrationen toxisch auf Gewdasserorganismen wirken. Da der Eintrag von Pflanzen-
schutzmitteln in FlielRgewdasser aber nicht ausschlielich Uber Klaranlagenabfliisse erfolgt,
sondern vor allem diffus (flachenhaft) aus landwirtschaftlichen Flachen im Einzugsgebiet von
FlieBgewassern, stellt sich die Frage nach geeigneten Verfahren zur Reduktion der
Pflanzenschutzmittel-Eintrage. Hinsichtlich der diffusen Eintrage erscheinen vor allem breite,
dicht geschlossene und mit standorttypischer Vegetation bestandene Gewéasserrandstreifen
geeignet. Mit ihnen kénnen Eintrage Uber den Oberflachenabfluss und Uber die Luft
wirkungsvoll abgepuffert werden. Zudem sollte die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln
stark eingeschrankt werden, um ihre Eintrage generell zu reduzieren (Prasuhn et al., 2018).

Mit Blick auf die Verbesserung des tkologischen Zustandes von FlieRgewassern sollte somit
die Abwasserbehandlung in Klaranlagen von MalRnahmen zur Reduktion von Pflanzenschutz-
mitteleintragen in der Flache begleitet werden, um negative Auswirkungen auf aquatische
Wirbellose durch Mikroschadstoffe zu vermindern. Viele Pflanzenschutzmittel fallen unter die
prioritdren Stoffe, deren schrittweise Reduzierung in einem der funf Gbergeordneten Ziele der
Wasserrahmenrichtlinie (Amtsblatt der Europaischen Gemeinschaften, 2001, Amtsblatt der
Europaischen Union, 2013) gefordert ist, oder sind als potenziell prioritdre Stoffe eingestuft
(Engelmann et al., 2009).

4.2 Treatment-abhéngige Analysen: Reinigungsleistung der Ozonierung

Die Reinigungsleistung der zusétzlichen Ozonierung im Vergleich zum konventionell
gereinigten Abwasser lag fur viele pharmazeutische Mikroschadstoffe bei rund 50%, wéhrend
fur Rontgenkontrastmittlel (im Mittel bis 40%), die Halfte der untersuchten Pflanzenschutzmittel
(im Mittel bis 20%) und Industriechemikalien (im Mittel bis 25%) eine geringere
Reinigungsleistung erzielt wurde. Flr zwei Substanzen, 4-Acetamidoantipyrin und Metformin,
zeigten sich sogar negative Reinigungsleistungen, was einer im Vergleich zum konventionell
gereinigten Abwasser hoheren Stoffkonzentration nach Ozonierung entspricht. 4-
Acetamidoantipyrin ist ein Metabolit des Schmerzmittels Metamizol, was die hohere
Konzentration des Metabolits im ozonierten Abwasser erklaren kénnte. Der umgekehrte Fall
ist bei Metformin denkbar. Metformin ist ein Antidiabetikum, dessen haufigster Metabolit
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Guanylurea im konventionell behandelten Abwasser in héheren Konzentrationen gefunden
wurde als im zusatzlich ozonierten Abwasser. Es ist davon auszugehen, dass die
Metabolisierungsrate von Metformin im konventionell behandelten Abwasser deutlich héher
war und zu entsprechend niedrigeren Konzentrationen von Metformin fihrte. Gleichzeitig
wurden hohere Konzentrationen von Guanylurea gemessen, was die negative
Reinigungsleistung erklart.

4.3 Chronische Endpunkte und Einfluss veranderter Sauerstoffbedingungen

Im Jahr 2019 lagen die Minima der Sauerstoffsattigung mit durchschnittlich 94% im
Ruhrwasser deutlich hoher als im konventionell behandelten (68%) und im zusatzlich
ozonierten Abwasser (45%). Ursache der niedrigeren Sauerstoffsattigung in den Abwassern
war vermutlich der erhéhte biologische Sauerstoffbedarf infolge der durch die Schadstoffe
induzierten hoheren mikrobiellen Aktivitat im behandelten Abwasser. Mikroorganismen sind in
der Lage, Schadstoffe aerob zu metabolisieren (Chiellini et al., 2013). Verstarkt wird dieser
Mechanismus im ozonbehandelten Abwasser durch die oxidative Wirkung des Ozons.
Hierdurch werden Stoffe, die wahrend der konventionellen Abwasserbehandlung nicht weiter
abgebaut werden konnten, wieder fir Mikroorganismen verfligbar, wodurch der biologische
Sauerstoffbedarf zusétzlich erhéht und der Sauerstoffgehalt im Wasser weiter vermindert wird
(KomOzon, 2011). Fruhere Studienergebnisse zum chemischen und biologischen Sauerstoff-
bedarf belegen, dass der biologische Sauerstoffbedarf in finf Tagen (BSBs) in ozoniertem
Abwasser um 13-20% hoher liegt als in konventionell behandeltem Abwasser (KomOzon,
2011; Sallanko und Okkonen, 2009; Schaar, 2015). Der chemische Sauerstoffbedarf bleibt
dabei weitgehend konstant (KomOzon, 2011). Auch im vorliegenden Forschungsprojekt wurde
der chemische Sauerstoffbedarf im Rahmen der Wasseranalysen erhoben und zeigte keine
merklichen Differenzen zwischen den Wassern (Anhang 8, 9).

Ohne Zugabe von Sauerstoff Uber die Belliftung der Versuchswésser reagierten die
Organismen im zusatzlich ozonierten Abwasser mit einer meist signifikant erhéhten Aktivitat
im Vergleich zum Ruhrwasser. Die héhere Aktivitat hAngt mutmallich mit dem Anstieg der
Ventilationsbewegung der Versuchsorganismen zusammen. Eine Studie von van der Geest
(2007) mit der mit H. incognita eng verwandten Kécherfliegenlarve Hydropsyche angustipennis
zeigte, dass Hypoxie, also eine verminderte Sauerstoffsattigung des Wassers, fir eine erhdhte
Ventilation sowie eine allgemein erhdhte Aktivitdat sorgte, was van der Geest auf ein
Vermeidungs- oder Fluchtverhalten zuriickfiihrte. Ahnlich konnten auch die Mechanismen
hinter den erhohten Aktivitdten der hautatmenden Steinfliegenlarve L. geniculata und der mit
eigenstandig beweglichen Kiemen ausgestatteten E. danica (Anhang 5) gewesen sein, da alle
drei Arten die Sauerstoffaufnahme aus dem Wasser mittels Bewegung fordern (Lopez-
Rodriguez et al., 2009, van der Geest 2007). Ephemera danica, bei der ein signifikanter
Einfluss des Sauerstoffgehaltes auf das Verhalten festgestellt wurde, zeigte im gleichen
Versuchsjahr ebenfalls signifikante Reaktionen auf Ebene zweier Biomarker, weshalb hier ein
Einfluss des Sauerstoffs auf die physiologischen Reaktionen in Form von Biomarkergehalten
nicht ausgeschlossen werden kann.

Allen verwendeten Verhaltensdaten wurde eine mehrfaktorielle ANOVA vorgeschaltet: Dazu
wurde die Aktivitat der Tiere als abhangige Variable festgesetzt und in 24 Stunden-Intervallen
die Faktoren Sauerstoff (unter/Uber 7 mg/L des jeweiligen Versuchstages) und Temperatur
(unter/Uber 24°C am jeweiligen Versuchstag) getestet, um Versuche mit signifikantem Einfluss
durch einen oder beide Faktoren zu identifizieren. Mittels der mehrfaktoriellen ANOVA wurden
zwei Versuche mit extremen Bedingungen ermittelt (Anhang 6, 7), bei denen der
Sauerstoffgehalt einen signifikanten Einfluss hatte. Fir die anderen Versuche des Jahres 2019
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lassen sich aber die Einflisse des Sauerstoffgehaltes und der Temperatur auf das Verhalten
der Organismen dennoch nicht ausschlie3en, da diese Analysemethode Uber die Verwendung
eines Schwellenwertes, tber oder unter dem der jeweilige Faktor liegt, die Bedingungen nur
naherungsweise erfassen kann.

Auf Ebene des o©kologischen Zustands bedeutet dies: leiten Klaranlagen, die mit einer
Ozonierung als weitergehende Reinigungsstufe ausgestattet sind, in kleine Gewasser mit
einem hohen Klarwasseranteil ein, kann dies zu einem Sauerstoffdefizit im Gewasser und
damit zu veréandertem Verhalten bei Organismen fihren. Eine verminderte Sauerstoffsattigung
bzw. eine starkere Sauerstoffzehrung des eingeleiteten ozonierten Abwassers in ein kleines
Gewasser kann beispielsweise eine erhohte Aktivitdt der im Gewasser lebenden EPT-Taxa
zur Folge haben, was eine erhohte Verdriftung und eine erhéhte Verfugbarkeit fir Pradatoren
nach sich zieht. Negative Auswirkungen auf Populationsebene sind in diesem Szenario sehr
wahrscheinlich und wiirden der verbesserten Reinigungsleistung der Ozonierung im Hinblick
auf eine Reduzierung der Mikroschadstoffkonzentrationen entgegenwirken. Gleichwohl ist es
unter Okosystembedingungen oftmals schwierig, die Kausalitat negativer Effekte durch
Sauerstoffdefizite bzw. Schadstoffwirkungen nachzuweisen (siehe auch Schertzinger et al.,
2019).

Im Versuchsjahr 2020 wurde allen drei Versuchswéassern tber eine Bellftung Sauerstoff
zugefuhrt. Dadurch konnte eine deutliche Erh6hung der Sattigungsminima auf 99%
(Ruhrwasser) 73% (konventionell behandeltes Abwasser) und 75% (zuséatzlich ozoniertes
Abwasser) erreicht werden. Auf Verhaltensebene zeigte sich, dass die Aktivitat der im
zusatzlich ozonierten Abwasser exponierten Tiere nun vergleichbar mit der Aktivitat im
Ruhrwasser war. Im konventionell behandelten Abwasser hingegen zeigten sich bei hoherer
Sauerstoffsattigung signifikante, jedoch artspezifisch unterschiedliche Veranderungen der
Aktivitat.

4.4 Akute Effekte von konventionell behandeltem und ozoniertem Abwasser

Weder mit noch ohne zusatzliche Luftzufuhr kam es in den beiden Abwéassern zu hdheren
Mortalitdtsraten als im Ruhrwasser. Somit ist nicht davon auszugehen, dass konventionell
behandeltes oder zuséatzlich ozoniertes Abwasser im Freiland akute Auswirkungen auf die
Mortalitat der untersuchten EPT-Taxa hat. Die im Versuch gewahlte Verdiinnung im Verhaltnis
von 1 : 2 (Abwasser : Ruhrwasser) stellt unter der Annahme eines Basisabflusses in der Ruhr
ein Extremszenario dar, denn hier sind unter normalen Abflussbedingungen hohere
Verdinnungen des Abwassers zu erwarten. Es ist allerdings maoglich, dass akute Effekte
auftreten, wenn die Organismen den Bedingungen langer als 14 Tage ausgesetzt sind. In einer
Studie, die im selben Fliel3rinnensystem mit dem Flohkrebs G. fossarum durchgefiihrt wurde
und in der unverdinntes konventionell behandeltes Abwasser und Ruhrwasser untersucht
wurden (Rothe et al., 2021, submitted), zeigten sich jedoch auch nach 21 Tagen keine
signifikanten akuten Effekte auf die Mortalitat. Auch |oste das konventionell behandelte
Abwasser in dieser Studie mit G. fossarum keine chronischen Effekte auf Biomarker oder
Verhalten aus (Rothe et al., 2021, submitted). Da die FlieRrinnenversuche mit Insektenlarven
allerdings in einem Zeitfenster stattfinden muissen, in dem die Tiere grol3 genug fir eine
Detektion der Veranderungen im elektrischen Feld und fir die Biomarkeranalyse sein miissen,
aber gleichzeitig noch nicht in das Stadium der Verpuppung und des Schlupfes gelangen
sollten, ist der zeitliche Rahmen flr derartige Versuche begrenzt. Langzeitstudien zu
chronischen Effekten kénnen im Rahmen eines Monitorings durchgefihrt werden.
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4.5 Auswirkungen einer Ozonierung auf den 6kologischen Zustand

Fallstudien zum Einfluss einer Ozonierung als weitere Verfahrensstufe bei der
Abwasserreinigung auf den 6kologischen Zustand gibt es bisher kaum. Ashauer (2016)
untersuchte mittels des SPEAR-Index (species at risk, Liess und Van der Ohe, 2005) die
Abundanz von Makroinvertebraten eines kleinen Gewassers (Furtbach, Schweiz) mit hohem
Klarwasseranteil sowohl vor als auch nach Implementierung einer Ozonierungsstufe mit
nachgeschaltetem Sandfilter. Nach der Ozonierung stieg der 6kologische Zustand des
Gewassers unterhalb der Klaranlageneinleitung, beurteilt nach 6kologischen Zustandsklassen
der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL), von unbefriedigend auf mafig. Dies impliziert, dass die
Ozonierung sich positiv auf die Gewasserqualitat nach WRRL auswirken kann. Allerdings ist
dieses Fallbeispiel nur bedingt mit den Bedingungen in der Ruhr bei Schwerte vergleichbar:
Im Gegensatz zum Fallbeispiel, in dem der Klarwasseranteil des Gewassers 50—-60% betrug
und die 6kologische Zustandsklasse vor Implementierung der Ozonierung unbefriedigend war
(Ashauer, 2016), betragt der Klarwasseranteil der Ruhr in Schwerte unter extremen
Trockenwetterbedingungen maximal ca. 35% und die dkologische Zustandsklasse unterhalb
der Einleitung ist magig. Es ist auRerdem davon auszugehen, dass sich die Mikroschadstoff-
zusammensetzungen der jeweiligen Klaranlagen unterscheiden. Zudem besitzt die Ruhr als
mittelgroRer Mittelgebirgsfluss (Typ 9.2 nach Pottgiesser und Sommerhauser, 2004) eine
andere Makrozoobenthos-Fauna als es im Fallbeispiel Furtbach zu erwarten ist. Trotz der
Unterschiede ist es, basierend auf den Ergebnissen dieses Projektes, gut moglich, dass sich
eine Abwasserozonierung auch bei Einleitung in grélRere Flisse positiv auf die
Gewasserqualitat auswirken kann.

Wurde die Sauerstoffsattigung in den Versuchswassern durch Bellftungsmaflinahmen
angehoben, fanden sich keine chronischen Effekte auf das Verhalten im zuséatzlich ozonierten
Abwasser. Im konventionell behandelten Abwasser hingegen waren chronische Effekte
erkennbar, was sich mit den erhéhten Mikroschadstoffgehalten im konventionell behandelten
Abwasser deckt. Die Einleitung von sauerstoffarmem (ozoniertem) Abwasser in FlieRgewasser
kann voribergehend mit Sauerstoffdefiziten im Gewdasser verbunden sein, insbesondere
dann, wenn eine gute Anreicherung mit Luftsauerstoff durch Strémungsreduktion (z. B.
Ruckstau) vermindert ist. In diesem Fall sollte das gereinigte Abwasser vor Eintritt in den
Vorfluter beliftet werden. In natirlich flieBenden und wenig beschatteten, breiten
Gewasserabschnitten ist die Sauerstoffversorgung in der Regel ausreichend, zumal dann,
wenn es aufgrund des Pflanzenwachstums und der damit verbundenen Photosyntheseaktivitat
am Tag zur Sauerstoffanreicherung kommt. Unter diesen Voraussetzungen kann ein
eventuelles Sauerstoffdefizit im Klaranlagenausfluss zumindest wahrend der hellen
Tagesstunden unmittelbar abgepuffert werden. Eine zusatzliche Beliiftung des gereinigten
Abwassers ist dann nicht notwendig. In der Nacht kann es in den Pflanzenbestanden zwar zur
vorubergehenden Sauerstoffzehrung infolge der Pflanzenatmung kommen. Die Menge des
Uber Klaranlagen eingeleiteten, gereinigten Abwassers dirfte in dieser Zeit jedoch auch
deutlich zuriickgehen.

Unter einer ausreichenden Sauerstoffversorgung fiihrte die Abwasserozonierung in den bis zu
14 Tage dauernden Versuchen im Vergleich zum Ruhrwasser weder zu negativen Effekten
auf die Verhaltensreaktion noch zu physiologischen Effekten auf Biomarkerebene. Im
konventionell behandelten Abwasser hingegen zeigte L. geniculata eine signifikant erhdhte
Aktivitat. Eine hohere Bewegungsaktivitat kann dabei mit einem hoheren Driftrisiko verbunden
sein, da dann die Wahrscheinlichkeit steigt, mit der ein Individuum von der flieRenden Welle
erfasst und weiter stromabwarts verdriftet wird. Zudem kann die héhere Aktivitat mit einem
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Anstieg des Pradationsdruckes verbunden sein, da aktivere Individuen eher von Raubern
erfasst werden kdnnen. Erhohte Aktivitdten kdnnen somit in Summe zum Fehlen von Arten
fuhren, was zu verénderten Lebensgemeinschaften und damit auch zu einer abweichenden
Okologischen Bewertung beitragt.

Mikroschadstoffe konnen aber auch zu einer Abnahme der Aktivitat fuhren, was durch die
Reaktion von H. incognita im konventionell behandelten Abwasser beispielhaft gestitzt wird.
Dort war die Aktivitat der Kdcherfliegenart signifikant reduziert. Eine verminderte Aktivitat und
damit ein reduzierter Energieverbrauch koénnen helfen vorhandene Energiereserven zu
schonen, bis sich die Umweltbedingungen wieder verbessern (Gerhardt, 1996). Dauert der
ungunstige Zustand aber Uber einen langeren Zeitraum an, kénnte es infolge der reduzierten
Aktivitat zur Entwicklungsverzogerung, beispielsweise zu einem verspéteten Schlupf und
damit verbundenen auch zu einer verspateten Eiablage kommen. Dies wirde sich wiederum
auf die nachfolgende Generation auswirken.

4.6 Mikroschadstoffquellen und Schlussfolgerungen fir das Management

Begleitet von in den letzten Jahrzehnten stetig verbesserten Analysemethoden und -verfahren
offenbart das Monitoring der FlieBgewasser in Deutschland eine wachsende Belastung der
Oberflachengewasser mit Mikroschadstoffen. Gleichzeitig erreichen viele dieser Fliel3-
gewasser nicht den gemal der Europaischen Wasserrahmenrichtlinie geforderten guten
Okologischen Zustand.

Als ein Grund fur diese Zielverfehlung wird das Vorkommen von Mikroschadstoffen im Wasser
angesehen, weswegen zur Reduzierung deren Eintrags die Errichtung zusatzlicher
Behandlungsstufen in Klaranlagen gefordert wird. Die im Rahmen dieses Forschungsprojekts
hierzu am Beispiel der Abwasserozonierung durchgefuhrten Untersuchungen belegen, dass
eine Verringerung des Konzentrationsniveaus von Stoffen, die mittels einer vierten
Reinigungsstufe behandelbar sind, keine negativen Auswirkungen auf das Uberleben, die
Verhaltensaktivitat und die Biomarkerreaktionen der Gewésserorganismen hat. Im Vergleich
zu den entsprechenden Parametern, die fir die Organismen nach Exposition im konventionell
behandelten Abwasser erhoben wurden, dhneln die Ergebnisse fiir das Uberleben, die
Verhaltensaktivitat und die Biomarkerreaktionen nach Exposition in ozoniertem Abwasser eher
denen, die aus der Halterung in dem als Umweltreferenz verwendeten Ruhrwasser resultieren.

Die chemischen Analysen des Ruhrwassers zeigen, dass insbesondere Gewasser in einem
anthropogen stark genutzten Umfeld Belastungen mit Mikroschadstoffen aufweisen, die
unabhangig von den kommunalen Klaranlageneinleitungen Uber unterschiedliche, teilweise
diffuse Pfade in diese eingetragen werden. Hierzu zahlen die Pflanzenschutzmittel und
einzelne Industriechemikalien. Im Rahmen der treatment-unabhangigen Analysen war ein
deutlicher Zusammenhang zwischen den Verhaltens- und Biomarkerreaktionen der
Gewasserorganismen mit Industriechemikalien und Pflanzenschutzmittel nachweisbar.

Im Hinblick auf die Zielerreichung eines guten 6kologischen Gewésserzustands bedeutet dies
fur das zuklnftige Management von MalRnahmen: Die Etablierung von vierten Reinigungs-
stufen auf Klaranlagen wird zu einer Verringerung der detektierbaren Mikroschadstoff-
belastung in den Gewassern beitragen. Ebenfalls wird dies grundsatzlich mit einer
Verbesserung der Lebensbedingungen der Gewasserorganismen verbunden sein. Diese kann
aber in vielen Fallen (in Abhangigkeit von der GewassergroRe bzw. vom Klarwasseranteil)
nicht ausreichend sein, um einen substanziellen Beitrag fur die Erreichung eines guten
Okologischen Zustands zu leisten, da die Stoffe, die nach den Ergebnissen dieses Forschungs-
projekts maf3geblich von negativem Einfluss auf das Wohlbefinden der Gewasserorganismen
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sind, oft nicht durch die vierten Reinigungsstufen auf Klaranlagen erfasst werden. Erst mit
zusatzlichen MalRnahmen auch in diesem auRRerhalb der Siedlungsentwasserung liegenden
Aktionsfeld (z.B. Etablierung von Gewasserrandstreifen mit standorttypischer Vegetation,
Verringerung des Einsatzes von Industriechemikalien und Pflanzenschutzmitteln) dirfte es
daher gelingen, aus stofflicher Sicht die notwendigen Voraussetzungen zur Erfullung der
Vorgaben der Europaischen Wasserrahmenrichtlinie zu schaffen.

5. Offentlichkeitsarbeit/Veréffentlichungen/Vortrige
5.1 Offentlichkeitsarbeit

Zu Beginn des Projekts wurde eine Pressemitteilung auf der Seite der Universitat Duisburg-
Essen herausgegeben (https://www.uni-due.de/2017-12-11-kleinlebewesen-im-fluss). Eine
weitere Information der Medien erfolgte im Frihjahr 2018 mit dem Beginn der Versuche auf
der Klaranlage Schwerte
(https://www.ruhrverband.de/presse/pressemitteilungen/detailansicht/news///ruhrverband-
und-uni-duisburg-essen-starten-versuchsbetrieb-zu-forschungsprojekt/).

2019 erfolgten mehrere Beitrdge zum Projekt auf der Seite vom Forschungskolleg Future
Water, in dem Louisa Rothe assoziierte Kollegiatin ist  (http://www.nrw-
futurewater.de/index.php/universitaet-duisburg-essen.html).

Das Projekt wurde in Vortragen auf verschiedenen Veranstaltungen vorgestellt.

5.2 Veroffentlichungen

Rothe, L. E., Botha, T. L., Feld, C. K., Weyand, M., Zimmermann, S., Smit, N., Wepener, V.,
Sures, B. (2021): Ecotoxicological effects of conventionally treated and ozonated wastewater
containing micropollutants on survival, physiology, morphology, and behavior of larval
zebrafish (Danio rerio). Environmental Pollution, 286, 117241,
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.117241

Baetz, N., Rothe, L.E., Wirzberger, V., Sures, B., Schmidt, T., Tuerk, J. (2021): High-
Performance Thin-Layer Chromatography in Combination with a Yeast-Based Multi-Effect
Bioassay to Determine Endocrine Effects in Environmental Samples. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 413, 1321-1335, https://doi.org/10.1007/s00216-020-03095-5

Rothe, L. E., Loffler, F., Gerhardt, A., Feld, C. F., Stift, R., Weyand, M., Grabner, D., Sures,
B. (2021): Parasite infection influences the biomarker response and locomotor activity of
Gammarus fossarum exposed to conventionally-treated wastewater. Ecotoxicology and
Environmental Safety (submitted)

Wirzberger, V., Merkus, V., Klein, M., Hohrenk, L., Rothe, L. E., Baetz, N., Tuerk, J., Sures,
B., Lutze, H., Schmidt, T.: Influence of matrix composition on the formation of reaction products
during ozonation of N-containing substances, (in preparation)

Rothe, L. E., Feld, C. K., Sures, B., Weyand, M., Gerhardt, A. (2020): Einfluss von
Mikroschadstoffen auf Makrozoobenthosorganismen (MZB). Gewdasserschutz-Wasser-
Abwasser. In: Gewasserschutz — Wasser — Abwasser, Schriftenreihe des Instituts fur
Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen, 2020, 252, S. 9/1 - 9/8
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Weyand, M., Rothe, L. E. (2020): Einfluss von Mikroschadstoffen auf das Makrozoobenthos.
RuhrgUtebericht 2019.

5.3 Vortrage

Okosystemrelevante Bewertung von Schadstoffen, Sures, B., Rothe, L. E., Feld, C. K., DBU-
Tagung Pestizide in der Umwelt — Defizite erkennen, Handlungsoptionen entwickeln 2019,
Osnabriick

Effekte von Mikroschadstoffen aus konventionellem und ozoniertem Abwasser auf
Makrozoobenthos-Organismen: Ein Projektiiberblick, Rothe, L. E., Feld, C. K., Weyand, M.,
Gerhardt, A., Sures, B., Tagung SETAC GLB 2019, Landau

Effects of conventional and ozonated wastewater on macroinvertebrates: A Project-Overview.
Rothe, L. E., Feld, C. K., Weyand, M., Gerhardt, A., Sures, B., Tagung GfO 2019, Miinster

Effekte von Mikroschadstoffen auf aquatische Okosysteme, Sures, B., 2020,
Abschlusskonferenz Mikromodell, Dresden

Einfluss von konventionell gereinigtem und ozoniertem Abwasser auf Mortalitat, Verhalten und
Biomarker ausgewahlter Makrozoobenthos-Organismen, Rothe, L.E., Feld, C. K., Weyand, M.,
Gerhardt, A., Sures, B., Future Water Kolloquium, 2021, Essen, online

Da ist der (Kratz-)wurm drin: Parasiteninfektion verandert die Reaktionen von Gammarus
fossarum auf konventionell gereinigtes Abwasser. Rothe, L. E., Loffler, F., Gerhardt, A., Feld,
C. F., Stift, R., Weyand, M., Grabner, D., Sures, B., Tagung SETAC GLB 2021, online

Butter bei die Fische: Auswirkungen von konventionellem und ozonbehandeltem Abwasser
auf Embryonen des Zebrabéarblings Danio rerio. Rothe, L. E., Botha, T. L., Feld, C. K., Weyand,
M., Zimmermann, S., Smit, N. J., Wepener, V., Sures, B., Tagung SETAC GLB 2021,
(Kurzvortrag) online
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6. Fazit/Ausblick

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden die Auswirkungen von verdiunntem,
konventionell behandelten Abwasser, verdiinntem zusatzlich ozonierten Abwasser sowie von
Ruhrwasser auf drei Vertreter aquatischer Insektenlarven untersucht, die als Indikatorarten
einen bedeutenden Einfluss auf das Bewertungsergebnis des oOkologischen Gewasser-
zustands gemaf Wasserrahmenrichtlinie haben. Die Verdinnungen erfolgten im Verhaltnis
ein Teil Abwasser zu zwei Teilen Ruhrwasser und stellten ein Verdiunnungsverhaltnis in der
Ruhr unter extremen Trockenwetterverhaltnissen nach, um die Effekte von Mikroschadstoffen
moglichst konservativ abschatzen zu kdnnen. Die Versuche fanden in Fliel3rinnen und tber
einen Expositionszeitraum von 14 Tagen statt.

Die Untersuchung der Mikroschadstoffkonzentrationen in konventionell behandeltem und
zusétzlich ozoniertem Abwasser zeigte, dass die Reinigungsleistung der Ozonierung fur einen
Grolteil der pharmazeutischen Stoffe um 50% lag, wobei im Fall von Réntgenkontrastmitteln,
Pflanzenschutzmitteln und besonders Industriechemikalien geringere Reinigungsleistungen
vorlagen. Hinsichtlich der Ozonierung dirfen jedoch Transformationsprodukte, die beim
Oxiadationsprozess entstehen, nicht auRer Acht gelassen werden. Ein wichtiger, in der
Literatur haufig beschriebener Faktor ist die biologische Nachbehandlung des ozonierten
Abwassers, um entstandene, potenziell toxische Transformationsprodukte durch Mikro-
organismen weiter zu metabolisieren, bevor sie in Kontakt mit Gewasserorganismen kommen.
Diese erfolgte bei den in diesem Forschungsprojekt durchgefiihrten Untersuchungen in Form
einer dynamischen Rezirkulation des ozonierten Abwassers in die biologische
Behandlungsstufe der Klaranlage. Hierbei muss jedoch bedacht werden, dass die
Metabolisierung je nach Mikroorganismus unter biologischem Sauerstoffbedarf erfolgt und
eine daraus mdglicherweise resultierende geringe Sauerstoffsattigung ebenfalls zu
veranderten Reaktionen der Gewasserorganismen fuhren kann.

Die untersuchten Endpunkte Mortalitdt und Biomarker zeigten bei Sauerstoffgehalten Uber
7 mg/L keine Unterschiede der untersuchten Abwasser im Vergleich zum Ruhrwasser. Der
Endpunkt Verhalten konnte zeigen, dass unter Exposition mit zusatzlich ozoniertem Abwasser
keine abweichenden Reaktionsmuster im Vergleich zum Ruhrwasser auftraten. Im
konventionell behandelten Abwasser hingegen traten Abweichungen der Aktivitat im Vergleich
zum Ruhrwasser auf. Abweichende Verhaltensreaktionen kénnen im Falle einer signifikant
erhohten Aktivitat zu vermehrter Verdriftung und Verfugbarkeit fur Pradatoren, im Falle einer
signifikant verringerten Aktivitdt zu einem verspateten Schlupf und verspéateter Eiablage
fuhren, was Auswirkungen auf die nachfolgende Generation hatte. Daraus lasst sich
schlieBen, dass eine zusatzliche Abwasserozonierung unter den beschriebenen
Gegebenheiten fur die untersuchten Organismen bessere Umfeldbedingungen schafft als rein
konventionell behandeltes Abwasser.

Die Frage, ob eine Abwasserozonierung zu einem verbesserten dkologischen Zustand nach
Wasserrahmenrichtlinie fihren kann, erfordert eine differenzierte Antwort. Zum einen zeigten
die Untersuchungen der Endpunkte, dass die Mortalitatsraten, Biomarker und Aktivitaten bei
einer Exposition mit zusétzlich ozoniertem Abwasser nicht von den im Ruhrwasser gezeigten
Reaktionen abwichen. Zum anderen zeigte eine Ubergreifende Betrachtung des
Zusammenhangs zwischen Mikroschadstoffkonzentrationen und biologischen Antwort-
variablen ohne die separate Beriicksichtigung der Wassertypen, dass sich insbesondere die
Schadstoffklassen Pflanzenschutzmittel und Industriechemikalien stark auf die Verhaltens-
und Biomarkerreaktionen auswirkten. Die Analyse der Mikroschadstoffgehalte in den
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Versuchswassern legte dar, dass diese Schadstoffklassen auch im Ruhrwasser vertreten
waren, da deren Eintrag nicht nur durch Punktquellen wie Klaranlagen, sondern auch durch
diffuse Eintrage aus der Flache erfolgt. Nur die Effekte, die durch Eintrage tber Punktquellen
wie Klaranlagen ausgelost werden, kénnen mit der 4. Reinigungsstufe vermindert werden.
Somit sollten Malinahmen zur Schadstoffreduktion an Klaranlagen von Maflinahmen zur
Reduktion z.B. des Pflanzenschutzmitteleintrags begleitet werden, um in stark anthropogen
Uberpragten Gewadssern negative Auswirkungen auf Makroinvertebraten vermindern zu
konnen. Daher stellt unter derartigen Rahmenbedingungen, wie sie fur die Ruhr und auch far
viele andere Gewasser in Deutschland anzutreffen sind, der Ausbau kommunaler Klaranlagen
zur Reduzierung sonstiger Stoffeintrage nur eine Teilldsung zum Erreichen eines guten
Okologischen Gewasserzustands dar und sollte unbedingt durch die Reduktion diffuser
Eintrage, beispielsweise durch die Anlage von Gewasserrandstreifen mit standorttypischer
Vegetation sowie einer Verringerung des Einsatzes von Industriechemikalien und
Pflanzenschutzmitteln begleitet werden.
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Anhang

Anhang 1: Ubersicht tiber die Versuchsreihen der Jahre 2018, 2019 und 2020. Artnamen: B. vernus: Baetis vernus; E. danica: Ephemera danica; D. berilloni:
Dikerogammarus berilloni; A. cinereus: Athripsodes cinereus; G. roeseli: Gammarus roeseli; R. sensu stricto: Rhyacophila sensu stricto; L. geniculata: Leuctra geniculata; H.
incognita: Hydropsyche incognita; E. villosus: Echinogammarus villosus

Versuch Arten Anmerkungen Versuch | Arten Anmerkungen Versuch Arten Anmerkungen
2018 2019 2020
1 Oretochilus sp. | Computerabstu | 8 H. incognita Sauerstoffwerte 18 E. danica Ozonanlage ausgefallen
Hydropsyche rz R. sensu kurzfristig unter 7mg/|
sp. Unverdiinntes stricto (CW, OW)
Abwasser
2 B. vernus Unverdinntes 9 E. danica 19 H. incognita
E. danica Abwasser L. geniculata
3 B. vernus Unverdinntes 10 R. sensu Computerabsturz 20 H. incognita | Versuchsablauf bis Tag 13
E. danica Abwasser stricto L. geniculata | normal, dann Ausfall der
L. geniculata Schaufelrader
4 D. berilloni Unverdiinntes 11 H. incognita 21 E. danica Schaufelrader ausgefallen
E. danica Abwasser L. geniculata
A. cinereus
5 G. roeseli Unverdinntes 12 H. incognita 22 E. danica Ozonanlage ausgefallen
E. danica Abwasser L. geniculata
6 R. sensu stricto | Unverdinntes 13 Gammarus Ozonanlage nach 23 E. danica Computerabsturz Tag 3,
L. geniculata Abwasser sp. Starkregenereignis danach Dateien teilweise
H. incognita E. danica ausgefallen nicht verwendbar
7 E. villosus Unverdinntes 14 E. danica Zulaufe verstopft,
D. berilloni Abwasser Stromausfall
15 E. danica Zulaufe verstopft
Extra G. fossarum Publikation in 16 E. danica Ozonanlage
+ P. minutus Arbeit ausgefallen
17 E. danica Zuldufe verstopft
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Anhang 2: Biomarkermethodik im Labor
Gesamtproteinbestimmung (BCA)

Um den Gesamtproteingehalt im Probeniberstand zu analysieren, wurde das Verfahren des
BCA-Protein-Assay-Kits (Pierce, Waltham, Massachusetts, USA) angewendet (vgl. Chen et
al., 2015). Rinderserumalbumin-Standards (BSA) wurden entsprechend dem BCA-Assay
hergestellt. Zur Herstellung der Probenldsung des BCA-Assays wurden 10 pl Aliquot des
Probenuberstandes mit 90 ul Verdiinnungspuffer (25 mM Tris-HCI mit pH 7,4, 150mM NacCl,
1% NP-40, 1mM EDTA, 5% Glycerin, dest. H,O) aufgefiillt. 25 pl jedes Standards und jeder
verdinnten Probe wurden in dreifacher Ausfihrung in eine 96-Well-Platte pipettiert.
SchlieBlich wurden 200 pl Lésung der Mischung aus Reagenz A und Reagenz B (20 ul
Reagenz B pro ml Reagenz A) in jedes Well gegeben und umgehend im Plattenlesegeréat
(Tecan infinite M200, Mannedorf, Schweiz) bei 562 nm, 37° C gemessen. Es wurde eine
Standardkurve erstellt, indem die durchschnittlichen leerwertkorrigierten Werte fiir jeden BCA-
Standard gegen seine Konzentration in uyg pro ml aufgetragen wurden, um den
Gesamtproteingehalt in den unbekannten Proben zu bestimmen.

Bestimmung der Katalase-Aktivitat

Um die Aktivitat der Katalase in den jeweiligen Proben zu analysieren, wurde eine
photometrische Messung des Abfalls der H.O2-Konzentration durch die Katalaseaktivitat in der
Probe durchgefihrt (Beers und Sizer, 1952; Brand et al., 2019) Es wurden zuné&chst
Standardlésungen durch Mischen von 100 mM H2O.-Stammlésung und 25 mM Tris-Puffer (25
mM Tris-HCI, pH 7,4) hergestellt. Die Probenaliquote wurden verdinnt, um eine
Gesamtproteinkonzentration von etwa 5 bis 10 ug pro ml fiir jede Probe zu erreichen. 300 pl
jedes Standards in dreifacher Ausfiihrung wurden in eine 96-UV-Well-Platte Uibertragen. 210
Ml jeder Probe wurden in dreifacher Ausfertigung in die Well-Platte pipettiert und 90 pl 100 mM
H.O, wurden im Plattenlesegerat zu den Proben gegeben. Die Messung erfolgte unmittelbar
nach der H,O,-Zugabe im Plattenlesegerat bei 240 nm Uber einen Zeitraum von vier Minuten
und einer Messung alle 15 s bei 25° C. Um die Einheiten der Katalase (U) pro mg
Gesamtprotein zu berechnen, wurde die Extinktion pro Minute (AE240) mit folgender
Gleichung bestimmt:

Es4oTimel — E;ygTime?2

AE, .0 =
207 Time2 [min] — Timel|min|

Durch Division des AE-Wertes mit der Steigung (a) der Standardverdiinnung wurde die
Anderung der H,O,-Konzentration pro Minute (AC) mit der nachfolgenden Formel berechnet:
E

c[B) T _ g L)1
min E minl a " E
[+277]

Das Ergebnis wurde dann mit 0,3 multipliziert, um yM pro min pro Well zu erhalten, was
Einheiten (U) pro Well entspricht, und dann durch das Gesamtprotein pro Well in ug geteilt.
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Bestimmung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat

Die Aktivitat der Glutathion-S-Transferase (GST) wurde photometrisch bestimmt, indem die
Zunahme der Absorption des Glutathion-Dinitrobenzol-Konjugats bei 340 nm Uber die Zeit
gemessen wurde (Boyland und Chasseaud, 1969; Brand et al., 2019). Zur Analyse der
Glutathion-S-Transferase (GST)-Aktivitat wurden die Proben 1:10 mit VerdUinnungspuffer
verdinnt. Eine Reagenzienmischung wurde mit 0,01 M Phosphatpuffer (35,2 ml 1 M Na:HPOa,,
32,4ml 1M NaH2PO., 0,8g NacCl, 0,2g KCI) mit pH 6,5, 200 mM Glutathion und 100 mM 1-
Chilor, 2, 4-dinitrobenzol (CDNB) hergestellt. Phosphatpuffer wurde als Blank verwendet (ein
Triplikat) und 5 ul von jeder Probe wurden in Triplikaten in die UV-transparente 96-Well-Platte
pipettiert. Jedes Well wurde dann mit dem Reagenzienmix auf 200 ul aufgefiillt. Die Messung
erfolgte bei 340nm bei 25°C mit fir 5 min alle 30 s im Plattenlesegerat (Tecan infinite M200,
Mannedorf, Schweiz).

Zur Berechnung der spezifischen Aktivitat von GST pro mg Gesamtprotein wurde die folgende
Gleichung verwendet:

AAszyo :
Emm * Venz (ML)

Dabei steht V fir das Reaktionsvolumen von 0,2 ml, Venz entspricht dem Volumen des
Enzyms in der getesteten Probe, dil dem Verdiinnungsfaktor der urspriinglichen Probe und
emM dem Extinktionskoeffizienten fur das CDNB-Konjugat bei 340 nm.

= umol/ml / min

Die Aktivitat von GST st direkt proportional zum Anstieg der Extinktion. Die
Linearitdtsbestimmung wurde durch Auftragen der Absorptionswerte gegen die Zeit
gemessen. Die Anderung der Absorption (AA340/min) im linearen Bereich des Plots wird
berechnet, indem der Anfangsmesswert vom Endmesswert subtrahiert und der resultierende
Wert anschlieend durch die Reaktionszeit dividiert wird. Der Blindwert wird ebenfalls vom
Probenwert subtrahiert. Die GST-Aktivitat jeder Probe wird durch das Gesamtprotein im
Probenvolumen geteilt, um U/ ug Gesamtprotein zu erhalten.

Bestimmung der Acetylcholinesterase-Aktivitat

Die kolorimetrische Bestimmung der Cholinesterase-Aktivitaten wurde nach Ellman's Assay
(Ellman et al., 1961) mit Modifikationen durchgefihrt. Zur Durchfuhrung der Analyse wurde
Ellman's Reagenz aus 0,1 M Phosphatpuffer (57,7 ml 1M Na;HPO, und 42,3 ml 1 M NaH,PO.,)
mit pH 7,0 und 0,5mM DTNB (5,5' -Dithio-bis 2-Nitrobenzoesaure) hergestellt. Eine 20 mM
Lésung des Substrats (Acetylthiocholinjodid) wurde vorbereitet und bis zur Verwendung auf
Eis gelagert. 50 pl der Proben wurden in eine 96-Well-UV-transparente Platte gegeben;
Phosphatpuffer wurde als Blank verwendet. 140 ul Ellman's-Reagenz (1,25 ml DTNB und
48,75 ml 0,1 M Phosphatpuffer) wurden in die Wells gegeben. SchlieRlich wurden 10 ul des
Substrats dazugegeben, um die endgiltige Reaktionskonzentration von 70 mM
Phosphatpuffer, 0,425 mM DTNB und 1mM Acetylthiocholin zu erhalten.
Spektrophotometrische Messungen (412nm, 25°C) wurden alle 30s fur 10 min mittels
Plattenlesegerat (Tecan infinite M200, Mannedorf, Schweiz) durchgefihrt. Der Anstieg der
Absorptionsrate wurde korrigiert, indem die fir den Reagenzienleerwert (ohne Probe)
beobachtete Rate von jeder Probe abgezogen wurde. Die Cholinesterase-Aktivitdten wurden
unter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten von 13,6 mM-1 cm-1 fur DTNB berechnet
und werden als Einheiten (1 U = 1 ymol = 1000 nmol hydrolysiertes Substrat pro min) pro
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Masseneinheit des Gesamtproteins im Probenvolumen ausgedriickt. Der Lichtweg, I, betragt
0,51969 cm fur 200 yl Gesamtvolumen pro Well.

Glykogenanalyse

Der Glykogen- und Lipidgehalt wurden nach Van Handel (1985a; 1985b), modifiziert nach
Chen et al. (2015) analysiert. Um den Glykogengehalt der Versuchsorganismen zu
bestimmen, wurden 40 ul des bei der BCA-Analyse erhaltenen Probenaliquots verwendet. Zu
40 pl des Gesamthomogenats wurden 20 ul 2 %ige Na>SOs und 540 pl einer Chloroform-
Methanol-Losung (1:2; v/v) hinzugefuigt. Es folgten eine einstindige Inkubation auf Eis und
anschlieRend eine Zentrifugation bei 3000 rcf fir 10 min bei 4°C. Der erhaltene Uberstand
wurde zur Bestimmung des Lipidgehalts der Proben verwendet und die Pellets wurden zur
Analyse des Glykogengehalts verwendet. Das Pellet wurde in 200 pl MiliQ-Wasser geldst und
es wurden Glukose-Standardlésungen von 25, 50, 100, 150, 200 und 400 ug pro ml hergestellt.

100 ul der Proben und der Standardlésung wurden in 15 ml Falcon-Rdhrchen tberfihrt und
4,9 ml Anthron-Reagenz (0,2 %ige Anthron-L&sung, 95 %ige Schwefelsaure) zugegeben. Die
Proben und Standards wurden fir 17 min bei 95 °C erhitzt, 20 s lang mittels Vortexmischer
vermengt und anschlieend auf Eis abgekihlt. Die Messung erfolgte mit 300 ul Teilproben der
Lésung in Triplikaten in einer 96-Well-Platte bei 625 nm in einem Plattenlesegerat (Tecan
infinite M200, Méannedorf, Schweiz). Der Glykogengehalt wurde bestimmt, indem die
durchschnittlichen leerwertkorrigierten Messungen jedes Glykogenstandards gegen die
Konzentration in ug/ ml aufgetragen wurden. Die Standardkurve wurde anschlieRend zur
Bestimmung des Glykogengehalts in den Versuchsproben verwendet.

Lipidanalyse

Um den Lipidgehalt der Testorganismen zu analysieren, wurden Cholesterinstandards
hergestellt, indem 100 pl einer Stammlésung von 10 mg pro ml Cholesterin mit 900 ul
Chloroform-Methanol gemischt wurden (um 1 mg pro ml Stammlésung herzustellen). Eine
weitere Stammlésung (0,1 mg/ml) wurde durch Mischen von 100 uyl von 1mg pro Liter
Stammldsung mit 900 ul Chloroform-Methanol hergestellt. Cholesterin-Standardiésungen
wurden in Reaktionsgefal3e mit Sicherheitsverschluss in den folgenden Konzentrationen
hergestellt: 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 und 1000 pg pro ml. 100 pl jedes Probenluberstandes,
der bei der Glykogenanalyse gewonnen wurde, wurden in 1,5 ml ReaktionsgefalRe mit
Sicherheitsverschluss lberfuihrt. Die Proben und die Standards wurden unter dem Abzug bei
90° C fur 15 Minuten eingedampft. Zu jeder Probe und den Standards wurden 200 pl 95 %ige
Schwefelsédure zugegeben und die Proben und Standards anschlieRend bei 90° C fur 10 min
inkubiert. Die Proben wurden dann auf Eis abgekihlt und 15 ml Falcon-R6hrchen wurden mit
4,8 ml Vanillin-Phosphorsaure-Reagenz in jedes der Falcon-Réhrchen vorbereitet. 200 ul von
jeder Probe und jedem Standard wurden in 4,8 ml Vanillin-Phosphorsdure-Reagenz (450 mg
Vanillin verdiinnt in 75 ml heiRem Wasser und 300 ml 85 %iger Phosphorséure) tberfihrt und
jedes Réhrchen wurde mittels Vortexmischer vermengt. Nach dem Mischen wurden 300 pl der
Proben und Standards in Triplikaten in 96-Well-Platten gegeben und in der Mikrotiterplatte bei
535 nm gemessen. Die Messung erfolgte mit einem Tecan infinite M200 Plattenlesegerat
(Mannedorf, Schweiz). Die durchschnittlichen Blank-korrigierten Messungen jedes
Cholesterinstandards wurden gegen die Konzentration in pug pro ml aufgetragen. Die
aufgetragene Standardkurve wurde anschliel3end zur Berechnung des Lipidgehalts in den
Versuchsproben verwendet.
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Bestimmung der Lipidperoxidation

Das Ausmal der Lipidperoxidation wurde photometrisch durch Quantifizierung von Malon-
dialdehyd (MDA) in einer Thiobarbitursaurelésung (TBA) bestimmt (Kohn und Liversedge,
1944). Um die Lipidperoxidation in den Proben zu analysieren, wurden MDA-Standards
hergestellt, indem 0, 5, 10, 20 und 40 pl einer 0,2 Mm MDA-Stammldésung zum
Verdinnungspuffer hinzugefiigt und auf 200 pl aufgeflllt wurden. Die Proben wurden 3-fach
mit Verdunnungspuffer verdinnt. AnschlieRend wurden 110 ul des Probenlberstandes und
der Standards in 2ml-Schraubdeckeltubes pipettiert. 27,5 ul einer 8,1%igen Natriumaurylsulfat
(SDS)-Losung wurden zu den Proben und Standards gegeben und diese wurden mittels
Vortexmischer vermengt. 440 pl Farbereagenz, eine Mischung aus 10 %iger Trichlorsaure
(TCA) und 0,5 %iger Thiobarbitursdure (TBA), wurden in jedes Rohrchen gegeben und fir 20
Minuten im Wasserbad bei 95 °C erhitzt. Die Reaktionsgefalie wurden zum Abkuhlen fur 5 min
auf Eis gestellt. Nach dem Abklhlen wurden sie mittels Vortexmischer vermengt und bei 4000
*g fur 10 min bei 4°C zentrifugiert. Die 96-Well-Platte wurde in dreifacher Ausfiihrung mit 150
ul Uberstand pro Well beladen. Die Absorption des MDA-TBA- Komplexes wurde bei 532 nm
mittels Plattenlesegerat (Tecan infinite M200, Mé&nnedorf, Schweiz) gemessen. Die
Standardkurve wurde zur Bestimmung der Probenkonzentration verwendet und die Werte
wurden in nmol MDA-Konjugat pro mg Gesamtprotein angegeben.

41



Anhang 3: Ubersicht der 50 analysierten Mikroschadstoffe, zugeordnet zu acht Stoffklassen (abgekiirzt als AN=Antibiotika, PA=Schmerzmittel,
PS=Psychopharmaka, Réntgenkontrastmittel (XR), Betablocker (BE), Andere Pharmazeutika (OT), Industriechemikalien (IN) und Pflanzenschutzmittel (AG)),
getrennt nach Versuchswassern. Angegeben sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung, (erster Tabellenteil), Median, minimale und maximale
Stoffkonzentration (zweiter Tabellenteil).

Mittelwert

Standardabweichung

Substanzname Abkiirzung Spurenstoffklasse RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020 RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020
Sulfamethoxazol AN_Sulfame Antibiotika pg/L 0,040 0,059 0,403 0,240 0,116 0,165 0,004 0,067 0,194 0,120 0,064 0,087|
Ranitidin AN_Ranitid Antibiotika pg/L 0,005 0,005 0,047 0,006 0,020 0,005 0,000 0,000 0,024 0,002 0,013 0,000|
Azithromycin AN_Azithro Antibiotika pg/L 0,005 0,021 0,201 0,079 0,066 0,060 0,000 0,024 0,146 0,053 0,062 0,068,
Clarithromycin AN_Clarith Antibiotika pg/L 0,010 0,024 0,196 0,078 0,060 0,053 0,004 0,021 0,150 0,040 0,054 0,030|
Clindamycin AN_Clindam Antibiotika pg/L 0,012 0,016 0,090 0,088 0,030 0,061 0,003 0,022 0,052 0,037 0,020 0,023,
Sulfapyridin AN_Sulfapy Antibiotika pg/L 0,036 0,082 0,646 0,785 0,192 0,416 0,005 0,202 0,307 0,409 0,113 0,180|
Trimethoprim AN_Trimeth Antibiotika pg/L 0,006 0,014 0,126 0,044 0,033 0,030 0,003 0,020 0,071 0,028 0,023 0,017
Diclofenac PA_Diclofe Schmerzmittel pg/L 0,058 0,117 0,937 1,037 0,234 0,574 0,018 0,256 0,470 0,527 0,143 0,285|
4-Acetamidoantipyrin PA_4Acetam Schmerzmittel pg/L 0,261 0,314 0,722 0,914 0,594 1,349 0,071 0,241 0,331 0,422 0,225 0,532
4-Formylaminoantipyrin PA_4Formyl Schmerzmittel pg/L 0,545 0,752 3,995 3,252 1,233 2,334 0,077 0,824 1,663 1,367 0,570 0,923
4'-Hydroxydiclofenac PA_4Hydrox Schmerzmittel pg/L 0,015 0,027 0,136 0,129 0,033 0,090 0,000 0,055 0,081 0,070 0,033 0,044
Amisulprid PS_Amisulp Psychopharmaka pg/L 0,014 0,024 0,169 0,135 0,052 0,081 0,004 0,028 0,069 0,067 0,031 0,039
Citalopram PS_Citalop Psychopharmaka pg/L 0,006 0,012 0,094 0,081 0,036 0,057 0,003 0,019 0,041 0,036 0,025 0,026
Oxazepam PS_Oxazepa Psychopharmaka pg/L 0,006 0,013 0,103 0,081 0,037 0,052 0,002 0,017 0,046 0,039 0,027 0,024
Desvenlafaxin PS_Desvenl Psychopharmaka pg/L 0,056 0,074 0,401 0,416 0,110 0,243 0,007 0,085 0,156 0,182 0,038 0,095|
Venlafaxin PS_Venlafa Psychopharmaka pg/L 0,027 0,037 0,203 0,187 0,064 0,116 0,005 0,043 0,087 0,084 0,037 0,050|
Amidotrizoesaure XR_Amidotr Rontgenkontrastmittel pg/L 0,134 0,268 2,627 2,558 1,515 1,735 0,035 0,340 2,430 1,877 1,636 1,289
lohexol XR_lohexol Rontgenkontrastmittel pg/L 0,200 0,296 0,184 1,686 0,154 1,654 0,086 0,687 0,104 0,922 0,091 0,755|
lopamidol XR_lopamid Rontgenkontrastmittel pg/L 0,027 0,057 0,389 0,394 0,162 0,322 0,008 0,088 0,317 0,221 0,136 0,172
lopromid XR_lopromi Rontgenkontrastmittel pg/L 0,114 0,103 2,315 0,209 1,314 0,231 0,085 0,066 1,828 0,110 1,652 0,136
Metoprolol BE_Metopro Betablocker pg/L 0,091 0,142 1,152 0,959 0,385 0,659 0,015 0,250 0,595 0,490 0,333 0,319
Candesartan BE_Candesa Betablocker pg/L 0,195 0,229 1,081 1,149 0,372 0,776 0,028 0,278 0,412 0,517 0,202 0,337
Hydrochlorothiazid BE_Hydroch Betablocker pg/L 0,049 0,112 1,014 0,920 0,284 0,545 0,013 0,234 0,470 0,437 0,244 0,251
Irbesartan BE_lrbesar Betablocker pg/L 0,033 0,062 0,518 0,309 0,174 0,205 0,007 0,076 0,227 0,142 0,124 0,094
Telmisartan BE_Telmisa Betablocker pg/L 0,052 0,110 0,942 0,858 0,285 0,544 0,016 0,234 0,452 0,427 0,200 0,287
Valsartansaeure BE_Valsart Betablocker pg/L 0,247 0,234 0,874 1,075 0,313 0,675 0,037 0,210 0,319 0,469 0,129 0,297
Guanylurea BE_Guanylu Betablocker pg/L 2,615 5475 20,000 13,943 10,165 7,493 0,604 10,310 7,607 11,637 3,993 3,443|
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Mittelwert

Standardabweichung

Substanzname Abklirzung
Oxypurinol OT_Oxypuri
nyroearamazepn 01101101
Gabapentin OT_Gabapen
Lamotrigin OT_Lamotri
Metformin OT_Metform
Gabapentin-Lactam OT_GabapenL
Carbamazepin OT_Carbama
Oxcarbazepin OT_Oxcarba
Bezafibrat OT_Bezafib

IN_Technis
IN_4Nonylp
IN_4Nonylp
IN_BisphenA
IN_BisphenF
AG_Mecopro
AG_Desphen
AG_Terbutr
AG_Imidacl
AG_Metazac
AG_Metolac
AG_Desenthyl
AG_Terbuthy
AG_Propicon

Spurenstoffklasse

Andere Pharmazeutika

Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Andere Pharmazeutika
Industriechemikalien
Industriechemikalien
Industriechemikalien
Industriechemikalien
Industriechemikalien
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel
Pflanzenschutzmittel

me/L

ug/L
ug/L
pe/L
He/L
ue/L
ug/L
He/L
ug/L
ug/L
He/L
He/L
ue/L
ug/L
me/L
ue/L
ug/L
He/L
ue/L
ue/L
ug/L
He/L
ue/L

RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020 RW 2019 RW 2020 CW 2015 CW 2020

0,907

0,146
0,297
0,108
0,464
0,075
0,057
0,010
0,008
0,010
0,005
0,005
0,009
0,014
0,009
0,015
0,005
0,003
0,035
0,017
0,005
0,005
0,006

1,392

0,164
0,426
0,117
0,424
0,102
0,073
0,013
0,018
0,012
0,011
0,010
0,015
0,004
0,007
0,015
0,006
0,003
0,035
0,015
0,006
0,025
0,007

9,400

0,675
2,619
0,423
0,686
0,613
0,312
0,146
0,211
0,028
0,026
0,013
0,022
0,003
0,035
0,017
0,031
0,013
0,028
0,015
0,010
0,018
0,008

8,717

0,639
0,970
0,448
0,480
0,389
0,256
0,111
0,092
0,027
0,014
0,012
0,014
0,015
0,027
0,015
0,027
0,016
0,025
0,015
0,008
0,005
0,006

4,425

0,277
1,551
0,216
0,738
0,202
0,093
0,045
0,071
0,017
0,016
0,008
0,015
0,003
0,015
0,014
0,010
0,006
0,026
0,009
0,009
0,019
0,006

6,393

0,464
0,766
0,323
0,439
0,208
0,154
0,089
0,102
0,021
0,012
0,011
0,014
0,015
0,018
0,015
0,028
0,010
0,025
0,014
0,008
0,005
0,007

0,213

0,025
0,069
0,011
0,222
0,008
0,007
0,004
0,003
0,005
0,003
0,002
0,004
0,006
0,006
0,000
0,000
0,001
0,003
0,001
0,000
0,000
0,002

2,039

0,141
0,277
0,073
0,097
0,126
0,053
0,037
0,025
0,009
0,003
0,007
0,008
0,003
0,007
0,004
0,002
0,003
0,009
0,003
0,003
0,047
0,003

4,215

0,309
1,991
0,134
0,317
0,462
0,131
0,116
0,121
0,010
0,013
0,008
0,013
0,001
0,019
0,005
0,018
0,006
0,009
0,004
0,009
0,024
0,004

4,287

0,255
0,353
0,204
0,147
0,158
0,109
0,107
0,043
0,009
0,005
0,006
0,005
0,005
0,018
0,000
0,018
0,007
0,006
0,004
0,005
0,001
0,003

OW 2019 OW 2020

3,221

0,150
1,294
0,101
0,496
0,145
0,026
0,054
0,060
0,009
0,007
0,005
0,008
0,001
0,015
0,004
0,008
0,004
0,010
0,004
0,007
0,032
0,003

3,318

0,177,
0,264,
0,155,
0,159,
0,099,
0,054,
0,050,
0,053,
0,009,
0,004,
0,005,
0,008,
0,005,
0,010,
0,000,
0,015,
0,006,
0,005,
0,005,
0,005,
0,000,
0,004,
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Median

Maximum

Minimum
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Substanzname Abkiirzung Spurenstoffklasse RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020 RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020 RW 2019 RW 2020 CW 2019 CW 2020 OW 2019 OW 2020
Sulfamethoxazol AN_Sulfame Antibiotika pg/L 0,039 0,046 0,450 0,240 0,092 0,140 0,049 0,340 0,790 0,420 0,280 0,330 0,032 0,018 0,087 0,035 0,038 0,065
Ranitidin AN_Ranitid Antibiotika pg/L 0,005 0,005 0,047 0,005 0,020 0,005 0,005 0,005 0,098 0,012 0,048 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Azithromycin AN_Azithro Antibiotika pg/L 0,005 0,015 0,145 0,070 0,035 0,044 0,005 0,120 0,550 0,230 0,210 0,290 0,005 0,005 0,035 0,005 0,005 0,016
Clarithromycin AN_Clarith Antibiotika pg/L 0,011 0,020 0,135 0,080 0,039 0,049 0,015 0,110 0,480 0,150 0,190 0,130 0,005 0,011 0,038 0,012 0,011 0,020
Clindamycin AN_Clindam Antibiotika pg/L 0,013 0,012 0,088 0,098 0,023 0,065 0,018 0,110 0,190 0,130 0,073 0,092 0,005 0,005 0,020 0,012 0,005 0,023
Sulfapyridin AN_Sulfapy Antibiotika pg/L 0,037 0,037 0,645 0,830 0,185 0,390 0,044 0,940 1,300 1,400 0,460 0,670 0,027 0,020 0,120 0,045 0,044 0,120
Trimethoprim AN_Trimeth Antibiotika pg/L 0,005 0,011 0,105 0,042 0,023 0,031 0,014 0,099 0,240 0,110 0,085 0,064 0,005 0,005 0,021 0,005 0,005 0,005
Diclofenac PA_Diclofe Schmerzmittel pg/L 0,057 0,061 0,950 1,100 0,190 0,510 0,098 1,200 1,900 2,000 0,600 1,200 0,026 0,026 0,180 0,070 0,047 0,180
4-Acetamidoantipyrin PA_4Acetam Schmerzmittel pg/L 0,270 0,255 0,695 0,875 0,540 1,450 0,360 1,300 1,400 2,100 1,100 2,200 0,150 0,170 0,300 0,330 0,200 0,490
4-Formylaminoantipyrin PA_4Formyl Schmerzmittel pg/L 0,520 0,540 3,650 3,200 1,100 2,350 0,670 4,200 6,500 5,200 2,800 3,600 0,450 0,270 1,200 0,650 0,550 0,880
4'-Hydroxydiclofenac PA_4Hydrox Schmerzmittel pg/L 0,015 0,015 0,125 0,115 0,015 0,087 0,015 0,260 0,350 0,310 0,150 0,170 0,015 0,015 0,033 0,015 0,015 0,015
Amisulprid PS_Amisulp Psychopharmaka pg/L 0,014 0,018 0,185 0,145 0,048 0,071 0,023 0,140 0,270 0,240 0,130 0,160 0,005 0,005 0,039 0,014 0,016 0,027
Citalopram PS_Citalop Psychopharmaka pg/L 0,005 0,005 0,105 0,091 0,030 0,053 0,011 0,093 0,160 0,130 0,094 0,110 0,005 0,005 0,020 0,005 0,005 0,018
Oxazepam PS_Oxazepa Psychopharmaka pg/L 0,005 0,008 0,105 0,087 0,027 0,048 0,012 0,084 0,190 0,130 0,096 0,089 0,005 0,005 0,025 0,005 0,005 0,016
Desvenlafaxin PS_Desvenl Psychopharmaka pg/L 0,056 0,055 0,470 0,430 0,110 0,235 0,070 0,430 0,630 0,690 0,190 0,400 0,046 0,033 0,100 0,058 0,045 0,098
Venlafaxin PS_Venlafa Psychopharmaka pg/L 0,026 0,027 0,210 0,185 0,051 0,110 0,038 0,220 0,320 0,320 0,160 0,220 0,018 0,017 0,051 0,027 0,023 0,046
Amidotrizoeséure XR_Amidotr Rontgenkontrastmittel pg/L 0,140 0,205 1,800 2,300 0,790 1,450 0,210 1,700 8,800 6,100 6,700 4,700 0,086 0,082 0,330 0,160 0,190 0,470
lohexol XR_lohexol Rontgenkontrastmittel ug/L 0,200 0,130 0,155 1,600 0,105 1,750 0,330 3,200 0,430 4,000 0,360 2,800 0,075 0,050 0,050 0,190 0,050 0,390
lopamidol XR_lopamid Réntgenkontrastmittel pg/L 0,025 0,025 0,330 0,330 0,104 0,310 0,054 0,420 1,500 0,740 0,590 0,730 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,064
lopromid XR_lopromi Rontgenkontrastmittel pg/L 0,087 0,087 1,750 0,170 0,585 0,180 0,340 0,320 8,000 0,490 6,500 0,490 0,025 0,025 0,160 0,089 0,071 0,067
Metoprolol BE_Metopro Betablocker pg/L 0,089 0,090 1,150 0,955 0,250 0,605 0,120 1,200 2,200 1,900 1,200 1,400 0,072 0,049 0,210 0,097 0,063 0,220
Candesartan BE_Candesa Betablocker pg/L 0,190 0,170 1,150 1,150 0,310 0,685 0,250 1,400 1,700 2,000 0,880 1,400 0,160 0,076 0,310 0,220 0,170 0,310
Hydrochlorothiazid BE_Hydroch Betablocker pg/L 0,051 0,059 1,000 0,960 0,215 0,525 0,076 1,100 2,200 1,600 1,100 0,980 0,028 0,028 0,220 0,064 0,048 0,160
Irbesartan BE_lrbesar Betablocker pg/L 0,033 0,045 0,595 0,310 0,135 0,200 0,046 0,380 0,890 0,520 0,500 0,360 0,023 0,024 0,110 0,035 0,032 0,060
Telmisartan BE_Telmisa Betablocker pg/L 0,050 0,057 1,050 0,920 0,240 0,470 0,086 1,100 1,800 1,500 0,780 1,200 0,021 0,031 0,180 0,063 0,046 0,170
Valsartansaeure BE_Valsart Betablocker pg/L 0,250 0,200 0,940 1,100 0,260 0,575 0,300 1,100 1,500 2,000 0,600 1,400 0,200 0,073 0,300 0,240 0,170 0,320
Guanylurea BE_Guanylu Betablocker pg/L 2,700 3,200 19,000 10,500 10,500 6,750 3,500 49,000 30,000 51,000 18,000 14,000 1,700 1,700 5,500 3,300 2,300 3,600
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Substanzname Abkiizung Spurenstoffklasse RW 2015 RW 2020 CW 2015 CwW 2020 OW 2015 OW 2020 RW 2005 RW 2020 CW 2015 CW 2020 Ow 2015 OW 2020 RW 2015 RW 2020 COW 2015 CW 2020 OW 2015 OWwW 2020
Oxypurinol OT_Oxypuri Andere Pharmazeutika pg/L 0,930 0,910 10,500 9,000 2,950 6,250 1,300 9,900 16,000 16,000 12,000 15,000 0,570 0,270 2,100 0,540 1,100 1,900
10,11-Dihydro-10,11- OT 1011Dih .
Dihydroxycarbamazepin = Andere Pharmazeutika pg/L 0,140 0,140 0,620 0,675 0,255 0,435 0,190 0,740 1,300 0,980 0,590 0,790 0,110 0,060 0,150 0,150 0,100 0,210
Gabapentin OT_Gabapen Andere Pharmazeutika pg/L 0,320 0,370 1,600 0,990 0,950 0,715 0,390 1,500 6,000 1,800 4,500 1,300 0,180 0,220 0,380 0,390 0,250 0,370
Lamotrigin OT_Lamotri Andere Pharmazeutika pg/L 0,110 0,100 0,445 0,450 0,185 0,295 0,130 0,410 0,590 0,920 0,440 0,770 0,093 0,036 0,140 0,083 0,088 0,160
Metformin OT_Metform Andere Pharmazeutika pg/L 0,380 0,415 0,600 0,445 0,575 0,405 0,860 0,630 1,600 0,760 2,400 0,750 0,210 0,270 0,360 0,280 0,320 0,190
Gabapentin-Lactam OT_GabapenL Andere Pharmazeutika pg/L 0,078 0,074 0,380 0,365 0,130 0,175 0,087 0,630 1,400 0,650 0,530 0,450 0,056 0,028 0,110 0,110 0,074 0,096
Carbamazepin OT_Carbama Andere Pharmazeutika pg/L 0,054 0,064 0,325 0,260 0,089 0,140 0,072 0,290 0,520 0,460 0,160 0,260 0,050 0,026 0,095 0,053 0,052 0,079
Oxcarbazepin OT_Oxcarba Andere Pharmazeutika pg/L 0,012 0,005 0,130 0,087 0,029 0,075 0,014 0,170 0,480 0,410 0,220 0,180 0,005 0,005 0,018 0,011 0,005 0,021
Bezafibrat OT_Bezafib Andere Pharmazeutika pg/L 0,005 0,014 0,190 0,093 0,056 0,115 0,013 0,120 0,440 0,150 0,230 0,190 0,005 0,005 0,031 0,011 0,005 0,028
IN_Technis Industriechemikalien  pg/L 0,012 0,010 0,025 0,024 0,013 0,021 0,016 0,045 0,048 0,044 0,035 0,044 0,003 0,005 0,013 0,015 0,007 0,006
IN_4Nonylp Industriechemikalien  pg/L 0,003 0,011 0,020 0,015 0,014 0,011 0,010 0,021 0,046 0,023 0,032 0,021 0,003 0,007 0,011 0,003 0,009 0,007
IN_4Nonylp Industriechemikalien  pg/L 0,006 0,011 0,011 0,011 0,008 0,011 0,008 0,024 0,036 0,028 0,020 0,022 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
IN_BisphenA Industriechemikalien  pg/L 0,008 0,012 0,020 0,014 0,012 0,011 0,018 0,031 0,050 0,028 0,032 0,037 0,003 0,004 0,006 0,003 0,005 0,006
IN_BisphenF Industriechemikalien  pg/L 0,016 0,003 0,003 0,016 0,003 0,016 0,020 0,013 0,006 0,021 0,006 0,020 0,005 0,002 0,002 0,005 0,002 0,004
AG_Mecopro Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,007 0,003 0,034 0,023 0,009 0,018 0,019 0,029 0,075 0,081 0,059 0,046 0,003 0,003 0,007 0,011 0,003 0,006
AG_Desphen Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,015 0,015 0,015 0,015 0,014 0,015 0,015 0,025 0,031 0,015 0,023 0,015 0,015 0,005 0,012 0,015 0,005 0,015
AG_Terbutr Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,005 0,005 0,032 0,017 0,005 0,026 0,005 0,016 0,063 0,058 0,029 0,059 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
AG_Imidacl Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,003 0,003 0,012 0,017 0,003 0,012 0,007 0,015 0,022 0,027 0,015 0,017 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
AG_Metazac Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,035 0,036 0,026 0,026 0,027 0,026 0,039 0,047 0,042 0,039 0,042 0,034 0,031 0,015 0,015 0,014 0,005 0,016
AG_Metolac Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,017 0,014 0,014 0,016 0,011 0,015 0,019 0,021 0,021 0,018 0,018 0,025 0,014 0,011 0,010 0,005 0,005 0,005
AG_Desenthyl Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,019 0,037 0,021 0,028 0,019 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
AG_Terbuthy Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,005 0,009 0,012 0,005 0,011 0,005 0,005 0,210 0,110 0,010 0,150 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
AG_Propicon Pflanzenschutzmittel  pg/L 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,013 0,013 0,017 0,016 0,012 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
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Anhang 4: PCA-Biplot der skalierten Konzentrationen von 50 Mikroschadstoffen zur Darstellung der
Kollinearitat im Datensatz. Die Skalierung erfolgte Gber eine z-Transformation der
Konzentrationswerte jedes Mikroschadstoffes (Mittelwert = 0, Standardabweichung = 1). Die Mehrzahl
der Mikroschadstoffe ist hoch miteinander korreliert und wir durch die erste Hauptkomponente (PC1)
reprasentiert. Die Lesbarkeit wurde nicht erhdht, da sie fir die Interpretation des Ergebnisses nicht
relevant ist (Abklrzungen s. Anhang 3).
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Anhang 5: Gesamtaktivitat von E. danica, L. geniculata und H. incognita in den Versuchen der Jahre
2019 (V9, 12), welche von Sauerstoffdefiziten beeinflusst waren (s. Anhang 5). Dargestellt ist die
Gesamtaktivitat jedes Uberlebenden Tieres, zusammengefasst in den Gruppen RW (Ruhrwasser), CW
(konventionell behandeltes Abwasser) und OW (zusétzlich ozoniertes Abwasser) Giber den Zeitraum
des jeweiligen Versuchs. *: signifikantes Ergebnis (p < 0,05), **: hoch signifikantes Ergebnis (p <
0,01), ***: héchst signifikantes Ergebnis (p < 0,001).

Anhang 6: Tagliche Aktivitat jedes Uberlebenden Versuchstiers, getestet gegeniiber den Faktoren
Wasser (Treatment), Versuchstag (Day), Sauerstoffunterschreitung (,Oxy“, Grenzwert: 7mg/L) und
Temperaturtberschreitung (,Temp®, Grenzwert: 23°C) am jeweiligen Versuchstag. Getestet wurde auf
signifikanten Einfluss der Faktoren auf das Verhalten der Versuchstiere mithilfe einer ANOVA und
anschlieendem Tukey post-hoc Test, zunachst mit allen verfligbaren Faktoren (grau markiert), dann
in einem zweiten Schritt unter Ausschluss des Faktors ,treat®. *: signifikantes Ergebnis (p < 0,05), **:
hoch signifikantes Ergebnis (p < 0,01), ***: héchst signifikantes Ergebnis (p < 0,001).

treat oxy day oxySday temp
V8 Hyd — treat Treatment: RW, CW, OW
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V11 Hyd R © temp Temperature > 24°C
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Vlz Hyd * ko * kK
V12 Leu i *
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V20 Leu Ak
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Anhang 7: Sauerstoffsattigungen (Stundenwerte) der Versuche, zusammengefasst in den Gruppen
RW (Ruhrwasser), CW (konventionell behandeltes Abwasser) und OW (zusatzlich ozoniertes
Abwasser) uber den Zeitraum des jeweiligen Versuchs.
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Anhang 8: Wasserparameter, Metall- und Nahrstoffprofile der drei Wassertypen in den Messungen des Jahres 2019. In manchen Fallen war die Konzentration niedriger als

die Bestimmungsgrenze (LOD = “Level of detection“). Dann wurde die Messung nicht in die Berechnung von Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) einbezogen. Die
Information Uber die Werte unter der Bestimmungsgrenze ist in der Spalte ,n<LOD* eingefligt.

Ruhrwasser (RW) Konventionell behandeltes
Abwasser (CW)

Ozoniertes Abwasser (OW)

Parameter Einheit n LOD MW SD n<LOD MW SD n<LOD MW SD n<LOD
pH-value 12 7,9 0,2 7,9 0,2 7,9 0,2

Conductivity uS/cm 12 506 54 510 63 512 63

Chemical oxygen demand (BSB5)  mg/l 12 <15 12 12 12
Ammonium nitrogen (NH3-N) mg/I| 12 <0,10 0,19 0,09 10 0,20 11 0,19 0,09 7
Nitrite nitrogen (NO2-N) mg/l 12 <0,05 12 12 12
Nitrate nitrogen (NO3-N) mg/l 12 2,61 0,62 2,59 0,63 2,62 0,62

Phosphorus (P) pg/l 12 91,3 33,9 91,9 35,8 93,2 34,8

Carbon, total organically bound mgl/l 12 5,54 5,18 4,64 3,91 5,11 4,60

Sulfate (SO,2-) mg/l 12 47,5 10,6 47,3 11,0 48,0 11,1

Bromide (Br-) mg/l 12 <0,05 12 12 0,05 11
Chloride (CI-) mg/l 12 53,7 9,0 54,8 11,0 54,9 11,0

Chrome (Cr) pa/l 12 <2,0 12 12 12
Copper (Cu) pg/l 12 2,98 0,69 1 3,01 0,69 3,03 0,67 1
Nickel (Ni) pgll 12 3,34 0,94 2 3,30 0,89 3,39 0,94

Zinc (Zn) pg/l 12 27,5 11,4 27,2 10,9 28,0 11,2

Iron (Fe) ug/l 12 105 83 112 98 113 97

Lead (Pb) pgll 12 <1,0 12 1,50 11 12
Cadmium (Cd) pg/l 12 <0,10 0,77 11 12 12
Calcium (Ca) mg/l 12 54,06 5,7 53,4 4,9 54,0 5,6

Magnesium (Mg) mg/l 12 <0,01 6,76 0,85 6,67 0,75 6,75 0,84

Manganese (Mn) mgl/l 12 0,03 0,01 3 0,03 0,02 2 0,03 0,02 1
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Anhang 9: Wasserparameter, Metall- und Nahrstoffprofile der drei Wassertypen in den Messungen des Jahres 2020. In manchen Fallen war die Konzentration niedriger als
die Bestimmungsgrenze (LOD = “Level of detection“). Dann wurde die Messung nicht in die Berechnung von Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) einbezogen. Die
Information Uber die Werte unter der Bestimmungsgrenze ist in der Spalte ,n<LOD* eingefligt.

Ruhrwasser (RW)

Konventionell behandeltes

Abwasser (CW)

Ozoniertes Abwasser (OW)

Parameter Einheit n LOD MW SD n<LOD MW SD n<LOD MW SD n<LOD
pH-value 15 8,0 0,1 8,0 0,1 8,0 0,1

Conductivity uS/cm 15 531 104 534 104 535 103

Chemical oxygen demand mg/l 14 <15 0 14 15 14 15 0 12
Ammonium nitrogen (NH3-N) mg/I 14 <0,10 0,16 0,05 5 0,40 1,07 7 0,16 0,05 9
Nitrite nitrogen (NO2-N) mg/I| 14  <0,05 14 14 14
Nitrate nitrogen (NO3-N) mg/l 14 3,06 0,99 3,10 1,00 3,12 0,99

Phosphorus (P) ug/l 14 106 55 107 55 108 55

Carbon, total organically bound mg/l 14 4,58 0,84 4,60 0,86 4,61 0,84

Carbon, dissolved organically

bound mg/l 14 3,89 0,82 3,90 0,84 3,92 0,83

Sulfate (SO,2-) mgl/l 14 50,0 15,4 50,5 15,4 50,7 15,2

Bromide (Br-) mg/l 14 <0,05 0,06 13 0,07 0,02 5 0,07 0,02 6
Chloride (CI-) mg/I 14 54,8 14,9 55,2 15,1 55,4 14,9

Chrome (Cr) pgll 14 <2,0 4,10 13 3,28 1,42 7 14
Copper (Cu) ug/l 14 3,79 0,79 3,88 0,94 3,89 0,94

Nickel (Ni) pg/l 14 8,56 8,79 8,61 8,78 8,68 8,74

Zinc (Zn) ug/l 14 24,0 11,4 23,8 11,5 24,1 11,3

Iron (Fe) pg/l 14 96,1 150,1 96,1 150,1 96,3 150,1

Lead (Pb) pa/l 14 <1,0 14 14 14
Cadmium (Cd) pa/l 14  <0,10 14 14 14
Calcium (Ca) mg/l 14 53,3 51 53,6 51 53,5 51

Magnesium (Mg) mg/l 14  <0,01 6,54 0,86 6,57 0,87 6,58 0,86

Manganese (Mn) mg/l 14 0,03 0,01 6 0,03 0,01 0,03 0,01
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Anhang 10: Zeitlich aufgeltste Darstellung der Gesamtaktivitit von E. danica, L. geniculata und H. incognita in den Versuchen der Jahre 2019 und 2020. Dargestellt ist
die Gesamtaktivitéat jedes Uiberlebenden Tieres, zusammengefasst in den Gruppen RW (Ruhrwasser), CW (konventionell behandeltes Abwasser) und OW (zusétzlich
ozoniertes Abwasser) Uber 72h-Zeitrdume des jeweiligen Versuchs (mit ,V* gekennzeichnet)
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