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1. Einleitung und Zielsetzung

In aquatischen und terrestrischen Umweltkompartimenten sind Ruckstédnde von Arzneimitteln
aus human- und tiermedizinischen Anwendungen sowie deren Metaboliten, wenn auch nur in
Spurengehalten, nachweisbar. Diese kénnen durch Direkteinleitungen, haufig diffuser Art,
oder aus Klaranlagenablaufen tber den Weg der FlieRgewasser in das Grund- und letztlich
auch Trinkwasser gelangen.

Die dkotoxikologischen Auswirkungen von Arzneiwirkstoffen und ihren Metaboliten auf aqua-
tische Lebensgemeinschaften sind nicht fir alle gewésserrelevanten Spezies hinreichend
untersucht. Folglich missen im Sinne des vorbeugenden Gewasserschutzes Eintrége von
Arzneistoffen minimiert werden. Auch das Umweltbundesamt und Interessenverbande wie
der DVGW fordern eine weitergehende Vermeidung der Trinkwasserbelastung durch Phar-
maka.

Obwohl Analyseverfahren fir die wichtigsten Wirkstoffe vorliegen, besteht insbesondere fir
schwierigere Matrices noch erheblicher Standardisierungs- und Optimierungsbedarf. Praxis-
taugliche Methoden zur Metabolitenbestimmung fehlen weitgehend. Nur mit geeigneten
Nachweismethoden lassen sich jedoch belastbare Bewertungsgrundlagen schaffen, um et-
waige Risiken rechtzeitig zu erkennen und abzuwehren.

Im Vorprojekt ,Vergleichende Untersuchungen zur Anreicherung von Arzneiwirkstoffen und
ihrer Hauptmetaboliten aus Wéassern mit Membranen“ (Projektauftrag Nr. 31206, Abschluss-
bericht v. Dezember 2002) wurde in den ausgewahlten und optimierten

- Fest-Membransystemen auf der Basis natirlicher Flachmembranen (Tierddrme) sowie

- Flussigmembransystemen (Dreiphasen-Bulk-Membrane und tragergestiitzte Systeme),

ein erheblich erweitertes Anwendungspotenzial zur Abtrennung und Anreicherung von
Pharmakastoffen sowohl in der Wasseraufbereitung als auch im Bereich der analytischen
Probenvorbereitung entwickelt.

Deshalb war beabsichtigt, im Folgeprojekt die Anwendbarkeit der Verfahren auf Realwasser
im Labormalfstab und in Feldversuchen fir ausgewahlte, als umweltrelevant eingestufte
Arzneiwirkstoffe unterschiedlicher Indikationsklassen (,Leitstoffe”) zu untersuchen, unter
Einbeziehung von Hauptmetaboliten, soweit diese praparativ zuganglich waren. Relevante
Matrixeinflisse (Abwasser, Oberflachenwasser, Trinkwasseraufbereitung) sollten systema-

tisch untersucht und ihre Auswirkungen bewertet werden.

Es war geplant, unter den Aspekten der Optimierung von Abwasserklarprozessen und des

Grundwasserschutzes sowie der Sicherung der Trinkwassergewinnung einen Beitrag zur



Gefahrdungsabschéatzung und Risikominimierung fir diese Stoffe in der aquatischen Umwelt

zu leisten.
1.1 Pharmakologie und biologische Abbaubarkeit der Leitstoffe
Als Leitstoffe (s. Abb. 1) wurden Ibuprofen und Diclofenac (Antiphlogistica), Carbamazepin

(Antiepileptikum) und Sulfamethoxazol (Antibiotikum) ausgewahlt, die im folgenden n&aher

charakterisiert werden.

HoN
Sulfamethoxazol (SFM) Carbamazepin (CBZ2)
HC_ CH3
0O
OH Cl
CHj NH
o} OH cl
Ibuprofen (IBU) Diclofenac (DCF)
Abb. 1: Strukturformeln und Symbole der eingesetzten Arzneiwirkstoffe (,Leitstoffe*)

Ibuprofen

Ibuprofen (IBU), ein Analgetikum und Antipyretikum, wird zur Behandlung von rheumatischen
Erkrankungen, Schmerzen und Fieber eingesetzt. Die jahrliche weltweite Produktion wird auf
mehrere tausend Tonnen pro Jahr geschétzt (Buser et al. 1999). In Deutschland betrug der
Verbrauch im Jahr 2001 etwa 336 Tonnen (Umweltbundesamt 2003). Von den relativ hohen

therapeutischen Dosen von 200 mg/Tag bis 400 mg/Tag als Analgetikum und 400 mg/Tag



bis 2400 mg/Tag als Antirheumatikum werden ca. 70-80% insgesamt in freier und konjugier-
ter Form sowie in Form von Metaboliten wieder vom Menschen ausgeschieden (Mutschler et
al. 2001). Nur etwa 1 % des Ibuprofens wird unverandert mit dem Urin ausgeschieden (Mar-
tindale 1997). Das Wirkstoffmolekdl, eine 2-Arylpropionséaure mit asymmetrischem Kohlens-
toffatom, wird als Sonderform stereoselektiver Metabolisierung chiral invertiert, d.h. R-
Ibuprofen wird im Organismus in das therapeutisch wirksamere S-(+)-Enantiomer umgewan-
delt (Hutt und Caldwell 1983, Mutschler 1992). Im menschlichen Kdérper bildet Ibuprofen
Carboxyl-Derivate (Anteil: 43 %) und mit einem Anteil von 26% Hydroxy-lbuprofen (Symbol:
OH-IBU), die als Hauptmetabolite ausgeschieden werden (Stumpf et al. 1998).

Die Metabolite werden hauptsachlich im Abwasser und im Oberflachenwasser gefunden
(Sacher et al. 1998, Daughton und Ternes 1999, BLAC 2003). Der Wirkstoff wurde im Ober-
flachenwasser und unter denitrifizierenden Bedingungen bei der Uferfiltration gut abgebaut,
wahrend in Grundwasser-Modellsystemen geringere Eliminierungsraten beobachtet wurden.

Weitere zusammenfassende Angaben zur Metabolisierung des Ibuprofens und der anderen

Leitstoffe sind der Tabelle 1a und 1b (s. Anhang) zu entnehmen.

Diclofenac

Diclofenac wird als Antirheumatikum eingesetzt und gehért zu den nicht-steroidalen Antiph-
logistika. Die orale Tagesdosis liegt bei 50 mg bis 150 mg (Mutschler et al. 2001). In
Deutschland wurden im Jahr 2001 etwa 81 Tonnen Diclofenac verbraucht (Umweltbundes-
amt 2003). Im menschlichen Organismus wird Diclofenac durch Hydroxylierung der aromati-
schen Ringe oder Konjugation mit Glucuronsdure an der Seitenkette schnell metabolisiert
(Stierlin und Faigle 1979). Die Hauptmetaboliten sind 4‘-Hydroxydiclofenac (40 %), 5-
Hydroxydiclofenac (5-20 %), 3‘-Hydroxy-diclofenac (5-20 %) und 4‘,5-Dihydroxydiclofenac (5-
20 %). Ungefahr 15 % der Dosis werden als Konjugat ausgeschieden (Todt und Sorkin
1988).

Diclofenac ist vorwiegend im Abwasser und Oberflachenwasser nachweisbar (Sacher et al.
1998, Daughton und Ternes 1999, BLAC 2003), was mit der nachgewiesenen, nur sehr ge-
ringen biologische Abbaubarkeit im Oberflachenwasser korreliert (Buser et al. 1998). Ternes
et al. (2002) fuhrten Batchversuche mit natirlichem Oberflachenwasser, Grundwasser und
verschiedenen Filtermaterialien nach dem MITI-Test (OECD 302 C) durch. In allen Versu-
chen wurde Diclofenac nach 28 Tagen nicht abgebaut.

Die Auswertung weiterer Literaturdaten (s.Tabelle 1a und 1b im Anhang) ergab, dass Ab-

bauversuche in Modellsystemen mit nattirlichem Oberflachenwasser, Grundwasser und ver-



schiedenen Filtermaterialien zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen flhrten, wahrend Batch-

Versuche nach OECD-Methoden tbereinstimmend keinen Abbau des Diclofenacs ergaben.

Carbamazepin

Carbamazepin gehort zur Wirkstoffgruppe der Antiepileptika. Die Verbrauchsmenge betrug in
Deutschland im Jahr 2001 etwa 83 Tonnen (Umweltbundesamt 2003). Die arztlich verordne-
te Tagesdosis liegt im Bereich von 600 mg bis 2400 mg. Nur ungefahr 1 % bis 2 % des Wirk-
stoffs werden unverdndert mit dem Urin ausgeschieden (Mutschler et al. 2001). Der Haupt-
metabolit im menschlichen Korper ist Carbamazepin-10,11-epoxid, welches weiter durch
Hydrolyse zum pharmakologisch inaktiven trans-10,11-Dihydroxy-10,11-
dihydrocarbamazepin (35 %) und 9-Hydroxymethyl-10-carbamylacridan umgewandelt wird
(ARGE Elbe 2003).

In einer Parallelreaktion wird aus dem Carbamazepin durch eine phenolische Oxidation Hyd-
roxycarbamazepin gebildet, das etwa zu 25 % im Urin enthalten ist und nach einer Phase-II-
Reaktion hauptséchlich als O-Glucuronid ausgeschieden wird (Ternes 1998, Ternes 2000,
ARGE Elbe 2003). Carbamazepin kann aber auch wegen der reaktiven Aminogruppe direkt
in Carbamazepin-N-glucuronid umgewandelt werden. Im menschlichen Koérper wird somit der
grofdte Anteil des applizierten Wirkstoffes in zahlreiche, z.T. pharmakologisch aktive Metabo-
lite umgewandelt, die schlieRlich Uber Exkretionen in das Abwasser gelangen.

Mohle et al. (1999a) fuhrten Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit des Carbama-
zepins in einem geschlossenen Versuchsreaktor durch. Fur Carbamazepin wurde eine Kon-
zentrationsabnahme nur innerhalb der ersten 15 Minuten beobachtet, danach blieb die Kon-
zentration konstant. Die Autoren folgerten daraus, dass die Eliminierung vor allem auf Ad-
sorption zurtickzufiihren ist. Auch in Langsamsandfilter-Modellsystemen zeigte Carbamaze-
pin nur eine geringe Eliminierbarkeit. Im aeroben oder anaeroben Grundwasser-
Modellsystemen sowie in Batchversuchen wurde ebenfalls kein Abbau beobachtet. (weitere
Angaben s. Tabelle 1b im Anhang). Bei der Uferfiltration wird das mit dem Oberflachenwas-
ser eingetragene Carbamazepin unter denitrifizierenden und auch unter streng anaeroben,

methanproduzierenden Randbedingungen dagegen zu 50 bis 80% vermindert.

Sulfamethoxazol

Von Sulfamethoxazol, einem antibiotisch wirksamen Sulfonamid, wurden im Jahr 1995 ca.

76 t arztlich verordnet (Hirsch et al. 1999). Zur Behandlung von Harn- und Atemwegsinfek-



tionen wird eine tagliche Dosis von 1600 mg bis 2400 mg SFM mit 80 mg bis 160 mg Trime-
thoprim kombiniert. Die Resorption erfolgt sehr schnell (Mutschler et al. 2001) bei einem ho-
hen Metabolisierungsgrad von ~ 80 %. Etwa 15 % des Sulfamethoxazols werden durch N1-
Glukuronidierung metabolisiert. Der wichtigste Metabolit ist das N4-Acetylsulfamethoxazol,
das zu 61 %, bezogen auf die applizierte Wirkstoffmenge, ausgeschieden wird (Griinenthal
GmbH 1999). Die Acetylderivate der Sulfonamide haben keine bakteriostatischen Eigen-
schaften (Mutschler et al. 2001). Nach den bisherigen Studien zur biologische Abbaubarkeit
in aquatischen Kompartimenten ist Sulfamethoxazol als &ul3erst persistent einzustufen. Die
ergaben u.a. Untersuchungen von Al-Ahmad et al. (1999) und Kimmerer (2000) mit dem
OECD Closed Bottle Test (CBT) (OECD 301 D) untersucht. Sulfamethoxazol konnte dabei
auch nach 40 Tagen nicht biologisch abgebaut werden. Dementsprechend konnte der Wirk-
stoff im Oberflachenwasser (Rhein) und im Rhein-Uferfiltrat noch mit einer mittleren Konzent-
ration von 0,040 pg/L bzw. 0,011 pg/L nachgewiesen werden (Farber et al. 2004). Streng
anaerobe (methanbildende) Verhéaltnisse fihren dagegen z.B. bei Uferfiltrationsstrecken zu

einer vollstandigen Konzentrationsverminderung.

Eine erganzende Literaturzusammenstellung zur Abbaubarkeit der Leitstoffe in Batch- und
Saulenversuchen, bei der Uferfiltration, unter dem Einfluss von UV-Strahlung und Ozon so-

wie in Klaranlagen findet sich im Anhang dieses Berichtes.



Tabelle 1a: Pharmakologie und Abbaubarkeit der Leitstoffe (Tab. 1b s.

Anhang)

Diclofenac Ibuprofen Carbamazepin Sulfamethoxazol
Chemische Be- 2-(2,6-Dichlor- (R,19)-2-(4-Isobutyl- | 5H-Dibenzo[b,f] 4-Amino-N-(5-
zeichnung anilin15)-phenyl- phenyl12)-propion- azepin-5-carboxamid | methyl-3-isoxazolyl)-
essigsaure saure benzolsulfonamid
Indikationsgruppe JAnalgetikum Analgetikum Antiepileptikum Antibiotikum
Antirheumatikum Antirheumatikum (Sulfonamid)
Verbrauchsmenge [81% 336 83" 76 27
(t/Jahr)
Orale Tagesdosis | 50-150 ? 200-2400 ? 600-2400 ? 1600-2400 ?
(mg/Tag)
Anteil (%) der Aus- J15°% 19 122 15-20 (renal) %"
heid d j
pra R (e 1422 ena)
0,2-18 ¥ 11-15 ¥ 10-15 (faecal) *”

Metabolite im men-
schlichen Korper

(% Ausscheidung)

4’-Hydroxy-diclo-
fenac
(40 %) %7

5’-Hydroxy-diclo-
fenac

(5-20 %) 2

(6-14 % renal) *"

3’-Hydroxy-diclo-
fenac

(5-20 %)
(6-14 % renal) "

4’ ,5-Dihydroxy-
diclofenac
(5-20%) 2
(6-14 % renal) *"

Carboxy-Ibuprofen
(43 %) "
(16 % renal) "

Carboxy-Ibuprofen
(Konjugat)
(19 % renal) *"

Hydroxy-Ibuprofen
(26 %) "
(9 %) 37)

Hydroxy-Ibuprofen
(Konjugat)
(17 % renal "

Carbamazepin-
10,11-epoxid
(0,1-2 % renal) "
(Hauptmetabolit)

Trans-10,11-
Dihydroxy-10,11-
dihydrocarbamaze-

pin
(35 %) 11), 12)
(25 % renal) *"

9-Hydroxymethyl-10-

carbamyl-acridan
(3,6 % renal) "

Hydroxycarbamaze-

pin (als Glucuronide)

(25 %)11),12)
(18 % renal) "

Carbamazepin-N-
glucuronid
(11 % renal) "

N4-Acetyl-
Sulfamethoxazol
(61 % renal) 3"

N1-Gucuronid
(15 % renal) *"

1) Umweltbundesamt (2003)

6) Martindale (1997)

12) Ternes (1998)

(Vollstandige Zitierung s. Anhang)

2) Mutschler et al. (2001)
7) Stumpf et al. (1998)

15) Grinenthal GmbH (1999)

3) Todt et al. (1988)
11) ARGE Elbe (2003)

37) Schrey et al. (1999)




2. Untersuchungsmethodik

Die Studien zum Transportverhalten in Fest- und Flissigmembransystemen sowie zum Ab-
bauverhalten in Batch- und Saulenversuchen wurden mit den als Leitstoffen selektierten
Arzneiwirkstoffen Diclofenac (DCF), Ibuprofen (IBU), Carbamazepin (CBZ) und Sulfametho-
xazol (SFM) durchgefihrt:

Zusatzlich wurde auch das Abbauverhalten der folgenden Hauptmetaboliten unter Batchbe-

dingungen untersucht, um eine Abschétzung bisheriger Bilanzierungsfehler zu ermdéglichen:

N-4-Acetyl-sulfamethoxazol (Ac-SFM)
Sulfamethoxazol-N1-glucuronid Glucu-SFM)
4-Hydroxy-ibuprofen (OH-IBU)

10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepin (Diol-CBZ).

Diese Hauptmetaboliten sind an der Universitat Paderborn synthetisiert worden (Kap. 2.1).
Dort wurden auch Untersuchungen mit Fliissigmembransystemen durchgefuhrt (Kap. 3.2).
Das Institute For Analytical Sciences (ISAS) in Dortmund fihrte die Studien zu den ,natrli-
chen® biologischen Flachmembranen in Dialysekammersystemen (Kap. 3.1) sowie Batch-
Abbauversuche mit den Metaboliten durch (Kap. 4.2.2). Am ISAS wurden ebenfalls Techni-
ken im Labormal3stab auf ihre Anwendbarkeit zur Wasserbehandlung getestet.

Das Institut fur Wasserforschung (If\W) in Schwerte untersuchte schwerpunktméaRig in Batch-
und Saulenversuchen unter Einsatz naturlicher Filtermaterialien das Abbauverhalten der
Leitstoffe (Kap. 4).

Alle drei Projektpartner entwickelten in enger Abstimmung Analysenmethoden auf der Basis
von HPLC/UV, LC/MS und GC/MS zur Bestimmung der Ausgangssubstanzen und ihrer Me-

taboliten, oder wandten geeignete Standardmethoden an.

2.1 Synthese von Hauptmetaboliten

Die kommerziell nicht erhdaltlichen Verbindungen waren z.T. in zeitaufwendigen, vielstufigen,

stereochemisch anspruchsvollen Synthesen zu praparieren:
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N-4-Acetyl-sulfamethoxazol (Ac-SFM)
Sulfamethoxazol wurde in einem einstufigen Prozess mit Acetylchlorid in abs. Pyridin umge-

setzt. Die Reinigung des kristallinen Endproduktes wurde durch Umkristallisation aus Tetra-
hydrofuran erreicht (90% d. Th.).

. CHa_ Q ~__CHs
HzN{%SOQNH—W L CH30NH{%SOZNHW
N—O N—O

Abb. 2 Synthese des N-4-Acetyl-sulfamethoxazols

Sulfamethoxazol-N1-glucuronid (Glucu-SFM)

Zur Synthese des Glucuronids war zunachst der fur die Kopplung mit dem Sulfonamid bené-
tigte geschitzte Bromzucker zu synthetisieren. Dieses erfolgte durch Spaltung von D-(+)-

Glucuronlacton mit Natriummethanolat in abs. Methanol.

0 OH COOCH;
HO 0 OH
_—
=0 HO oL
HO © HO
D-(+)-Glucuronlacton Methyl-a/B- D-glucuronid
H3COOC H3COOC
o HBr/HAc 0
AcO » AcO
AcO OAc AcO
OAC OAc Br
Methyl-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-b-d-glucuronat Methyl-(2,3,4-tri-O-acetyl- a-D-glucuronid)-bromid

Abb. 3: Synthese des geschuitzten Bromzuckers
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AnschlieBend wurde ohne weitere Aufreinigung die Acetylierung der Hydroxid-Gruppen (Abb.
3) des Zuckers mit Acetanhydrid, Dimethylaminopyridin in abs. Pyridin durchgefiihrt (ca. 60
% Ausbeute). Im abschlieRenden Schritt erfolgte die Bromierung des anomeren Zentrums
mit Acetylbromid in abs. Chloroform (Ausbeute 98 %).

COOCH;34
CH 0
. 3 OAc
H2N SO2—NH—¢ + OAC
N—O AcO
B
Sulfamethoxazol Methyl-(2,3,4-tri-O-acetyl- a-D-glucuronid)-bromid
li.
. CHj;
CHy HZN{%SOZNW
HoN SOZN4<\// i N/O
N—O - COOCHg; (H)
cooH O—C—CHgs
OH O—C—CHjs
OH CHy—C—OC I
HO H ©
O
Sulfamethoxazol-N1-glucuronid N1-(Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-glucuronid

Abb. 4: Kopplung von Sulfamethoxazol mit dem Bromzucker. i) Zweiphasensystem:
Chloroform / Natronlauge, Tetrabutylammoniumhydrogensulfat, 50 °C;

ii.) Natriummethanolat, Methanol, Kohlenstoffdioxid, Raumtemperatur

Der geschitzte Bromzucker wurde an SFM in einem Zweiphasensystem mit Tetrabutylam-
moniumhydrogensulfat als Phasentransferkatalysator gekoppelt (Ultraschallbad, 50°C; Aus-
beute ~ 80 % d.Th.). Die Entschitzung des Zuckers mit Natriummethanolat in abs. Methanol
und die anschlieBende Neutralisation des Reaktionsansatzes mit Kohlenstoffdioxid (Abb. 4)

lieferte den gewiinschten Metaboliten Glucu-SFM in hohen Ausbeuten (ca. 80 % d.Th.).

Leider liel3 sich dieser erfolgreiche Reaktionsweg nicht auf die Kopplung des Bromzucker-

smit CBZ zum Carbamazepin-N-glucuronid tbertragen.
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4-Hydroxy-lbuprofen (OH-1BU)

Die ersten 5 Zwischenprodukte wurden in einem Testansatz unter Verwendung von 50 mg
Ibuprofen erhalten.

Br
NBS _LiBr m-CPBA
_—
COCH
COOH COOH
1]

0
OH oH
KO-t-Bu H,
—_— —_—l
Pd/C
COOH
COOH OOH

C
v \Y
\!

OH-IBU

Abb. 5 Synthesestufen zur Darstellung des 4-Hydroxy-lbuprofens (Racemat)

Nachfolgendes Scaling-up im Gramm-Mal3stab ermaoglichte schlie3lich die Hydrierung der
aufgereinigten V. Stufe mit Pd/Aktivkohle (Abb. 5), so dass auch die Synthese des 4-
Hydroxy-lbuprofens (VI) erfolgreich abgeschlossen werden konnte. Das Produkt liegt als Ra-

cemat vor. Auf eine weitere praparative Trennung der Enantiomeren wurde verzichtet.
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10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepin (Diol-CBZ)
(cis-10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-5H-dibenz[b, f] azepin-5-carboxamid)

Die zunéchst erprobten vielstufigen Methoden nach Patentvorschriften der Pharmaindustrie
versagten. Schliel3lich gelang die Oxidation des CBZ zum Diol nach der klassischen einstufi-
gen Oxidation mit Kaliumpermanganat / Magnesiumsulfat in Methanol/Wasser unter Kiihlung
(< 5° C). Die saulenchromatographische Aufarbeitung des Rohproduktes ergab ca. 20% des
Diol-CBZ (Abb. 6). Ein Teil des nicht umgesetzten Eduktes wurde dabei zuriickgewonnen,

das weiteren Umsetzungen zur Verfigung steht.

N
07 “NH,
Abb. 6: Struktur des 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepin

Die Synthese des 4-Hydroxydiclofenac (Abb. 7) erwies sich als besonders aufwendig und

schwierig.

H,

COOH
NH
Cl Cl
OH
Abb. 7: Struktur des 4-Hydroxydiclofenac

Zwar wurde der urspringlich 12-stufige Syntheseweg nach einer alternativen Route auf 7
Stufen verkirzt, allerdings lie3 sich das gewiinschte Produkt im Reaktionsgemisch nur in

Spuren massenspektroskopisch nachweisen.
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Die Strukturen der isolierten Metabolite Ac-SFM, Glucu-SFM, Diol-CBZ und OH-IBU wurden
durch C-, 'H-NMR (Vergleich mit berechneten Kernresonanzdaten) sowie IR, EI-MS und
LC-ESI-MS—Messungen und Literaturdaten bestatigt.

Nach erfolgter Anpassung der fur die Wirkstoffanalytik entwickelten HPLC-UV und LC-MS-
Methoden (s. Kap. 4.2..2) auf die Metabolitenbestimmung werden in der Schlussphase des

Projektes mit den synthetisierten Produkten Abbauversuche im Batch-Modus durchgefihrt.

2.2 Analytik

Zum Nachweis der Analyte nach Trennung bzw. Anreicherung in Fest- und Flissigmemb-
ransystemen sowie bei den Batch- und Saulenversuchsansatzen am IfW reicht das Nach-
weisvermogen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion aus.
Zur Absicherung der Ergebnisse und zur Aufklarung analytischer Detailfragen bei Einsatz der
Realwasserproben sowie zum Erhalt strukturanalytischer Informationen (Molekulargewichte,
charakteristische Fragmente) Uber mdgliche Metaboliten, wurden Analysenmethoden fir die
(Mikro-) HPLC/Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS) entwickelt bzw. weiterentwickelt

und eingesetzt.

Die chemisch-physikalischen Strukturmerkmale der Analyte und der Umstand, dass aul3er
den entwickelten Anreicherungstechniken mit Flissigmembranen oder SPE keine weiteren
Probenvorbereitungsschritte angewandt werden sollen, sprechen fir einen bevorzugten Ein-
satz der Liguid-Chromatographie als Trenntechnik, die in Kombination mit der ESI-
Massenspektrometrie sicher eine leistungsstarke Methode ist. Bei pH-Wert-Anderungen der
Probe kann es allerdings, besonders bei Ibuprofen und Diclofenac, zu Retentionszeitver-
schiebungen kommen und dadurch eine sichere Zuordnung mit LC/MS" deutlich erschwert

werden.

Nachteilig ist diese Methode auch bei den Versuchen, Metabolite zu identifizieren, obwohl
man zwar einen wichtigen Hinweis auf das wahrscheinliche Molekulargewicht erhélt, dafir
aber - im Vergleich zur GC/MS-Technik mit Elektronenstol3-lonisation - nur wenige spezifi-
sche Fragmentionen zur Strukturaufklarung. GC/MS bendtigt zwar einen zusatzlichen Pro-
benvorbereitungschritt in Form der Derivatisierung, den man aber wegen der Aussagekraft
der Massenspektren und der noch grél3eren Nachweisstarke gerne in Kauf nimmt. Deshalb

sind in Erganzung zu den Methodenentwicklungen mit LC/MS in Dortmund und Paderborn
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die Arbeiten zur Ermittlung optimaler - und damit relativ universeller - Derivatisierungsverfah-
ren und Verfahrenskombinationen verstarkt durchgefihrt und abgeschlossen worden. Zum
Beispiel werden die Analyte mittels Diazomethan in Methyl-Derivate Uberfuhrt; allerdings
nicht Carbamazepin, das aber auch underivatisiert aus der Trennsaule eluiert und als schar-
fes Signal problemlos bestimmt werden kann.
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Abb. 8: Wiederfindungen der Wirkstoffe nach Anreicherung an SPE-Materialien
(Cgs, LiChrolut EN, OASIS-HLB)

Bei dem Anreicherungsmaterial wurde nach eingehenden Tests das von der Fa. Waters ver-
triebene OASIS-HLB Material bevorzugt, da es letztlich etwas bessere Wiederfindungsraten
fur die Analyte, besonders fir Sufamethoxazol, ergab als Lichrolut (Abb. 8).

Begleitend zu den Saulen- und Batchversuchen wurden am IfW weitere Parameter, wie z.B.
pH-Wert, Leitfahigkeit, Sauerstoff, Temperatur, DOC und Koloniezahl bestimmt, um die

chemischen und mikrobiologischen Randbedingungen zu charakterisieren (s. Kap. 4.1.3).
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3. Untersuchungen mit Membransystemen

3.1. Natlrliche Festmembranen

Einfluss huminstoffartiger Verbindungen (Tangentialfluss-Ultrafiltration)

Die vorangegangenen Versuche des Vorprojektes hatten ergeben, dass das Migrationsver-
halten der Pharmaka bei den Naturmembranen (Goldschlagerhautchen) durch Humin-
/Fulvinsauren und huminstoffartige Verbindungen (HUS) sehr wohl beeinflusst werden kann.
Dabei war auffallig, dass - im Gegensatz zu einigen technischen Membranen — bei Zugabe
von HUS die Permeationskinetiken fur alle Analyte stets einen ahnlichen Verlauf aufweisen.
Diese sind jedoch vom HUS-Typs abhangig. Neben den Kammerversuchen waren die
Membranen auch unter Tangentialfluss-Ultrafiltrationsbedingungen (TF-UF) eingesetzt wor-
den.

Abb. 9 verdeutlicht den Einfluss der Huminstoff-Konzentration auf das Permeationsverhalten.
Die Huminstoffe, dotiert bis zu ca. 150 mg/L, stammen aus dem Venner Moor. Diese Maxi-
malkonzentration an HUS erscheint relativ hoch, entspricht aber der natirlicher Braunwas-
ser. Besonders bei den Wirkstoffen mit freier Carbonsauregruppe (IBU, DCF) wird ein Ein-

fluss durch Wechselwirkung mit dem Huminstoff wahrscheinlich.
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Abb. 9: Einfluss der HUS-Konzentration auf die Permeation der einzelnen Analyte
TF-UF; Goldschlagerhautchen (Pharmaka: 1 mg/L ; HUS, Venner Moor: 15
und150 mg/L)
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Des weiteren wurden die natirlichen mit technischen Membranen verglichen. Aus Abb. 10
wird deutlich, dass - im Gegensatz zum Rinderdarm - sowohl die regenerierte Cellulose-
Membran als auch die Polyethylensulfon-Membrane doch erhebliche Wechselwirkungen mit
den Analyten eingehen wodurch bis zu 80 % zurlickgehalten werden kénnen.
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Abb. 10: Permeationsverlauf von Sulfamethoxazol (¢) und Diclofenac (A ) an

verschiedenen Membranen: TF-UF; Goldschlagerhautchen (NM); regenerierte
Cellulose (RC); Polyethylensulfon (PES) ; (Pharmaka : 1 mg/L)

Die unterschiedlichen Einfliisse lassen sich hierbei besonders gut an Sulfamethoxazol und
Diclofenac erkennen, die bei der Naturmembrane keinen Ruckhalteeffekt aufweisen. Beson-
ders ausgepragt ist dieser Effekt aber am PES-Material, wo fir beide Analyte eine deutliche

Konzentrationsabnahme zu beobachten ist, wahrend bei der Cellulosemembran nur das Dic-
lofenac retardiert wird.

Realwésser im Dialysekammer-System
Im Verlauf der Studie war der Einfluss verschiedener Wasserinhaltsstoffe auf die Permea-

tionskinetik der einzelnen Analyte durch Dotierung in Reinstwasser untersucht worden. Als

Fazit hatte sich dabei ergeben, dass bestimmte Wasserinhaltstoffe, wie etwa Detergentien,
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die Permeation geringfiigig verzégern kénnen, aber nur dann, wenn sie in unrealistisch ho-
hen Konzentrationen (> 1% w/w) vorliegen. Ansonsten spielte die unterschiedliche Zusam-

mensetzung der Wasserinhaltsstoffe keine erkennbare Rolle.

Wahrend der Arbeiten mit Reinstwassern hatte sich gezeigt, dass im pH-Bereich von 3-10
keine Beeintrachtigung der Membranstabilitat in einem Zeitraum von 2-3 Monaten festzustel-

len war.

[C1Emscher (Abwasser)filtriert/ pH2
[ Emscher (Abwassern)
=1 Emscher (Abwassenfiltriert/ UV
1 klaranlaaenbeeinflulites OFW
I Klarschlammi(filtriert)
] Grundwasser
[JReinstwasser nH2
[ steriles Realwasser
@ Reinstwasser mit Salzfracht

| =] Reinstwasser nH9

A Y

T T T T

0 20 40 60 80

Taae
Abb. 11: Mindesthaltbarkeit der frischen Naturmembran (Goldschlagerhautchen) in

unterschiedlichen Wassern

In den Tests mit Realwéassern stellte sich heraus, dass die eingesetzten Goldschlagerhaut-
chen als Naturmembran fir alle Wasser geeignet waren, die keine oder nur eine geringe
mikrobiologische Aktivitat aufwiesen (Abb. 11). Bei sterilisiertem Grund- und Oberflachen-
wasser ist die Haltbarkeit gleich der mit Reinstwassern. In unsterilem Grundwasser und
membranfiltriertem Klarschlamm, in dem die mikrobielle Aktivitat nur noch sehr gering ist,
kann eine Haltbarkeit von 2 bis 3 Wochen zu Grunde gelegt werden. Im Gegensatz dazu
liegt die Nutzungszeit der Naturmembranen bei Abwasser und relativ stark abwasserbelaste-
tem Oberflachenwasser bei maximal 1 Tag, und damit in einem unpraktikablen Bereich.

Versuche, die mikrobielle Aktivitdt der Wasser mit Hilfe zusatzlicher Membranfiltration (Po-
rengrof3e < 0,2 um) oder durch Photolyse zu vermindern, zeigten nur geringe Erfolge. Durch
Filtration bis in den Bereich von 0,1 um Porengrof3e und anschlieRender UV-Bestrahlung bei

254 nm fur die Dauer von 1 bis 5 min ergab sich keine entscheidende Verbesserung
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Abb. 12: Haltbarkeit verschiedener Naturmembranen in Abwasser

Erst eine Herabsetzung des pH Wertes auf 2, wie es zur Stabilisierung der Proben in der
Wasseranalytik Ublich ist, kann zu einer merklichen Verlangerung der Nutzungsdauer der
Membran auf ca. 1 Woche fiihren, was allerdings fir technische Anwendungsbereiche auch

nicht ausreicht.

Da der Einsatz von Formaldehyd zur Stabilisierung von Zellulosefiltern schon seit den 60iger
Jahren gute Erfolge zeigt, wurde versucht, die natlirlichen Membranen mit einer 1 %-igen
Formaldehydlosung in gleicher Weise zu vergiten. Formaldehyd kann in zweierlei Weise
wirken: zum einen auf Grund seiner bakteriziden Wirkung, zum anderen wegen der Fahig-
keit, Proteinmolekile mit einander zu vernetzen. Die Unterschiede sind sehr deutlich in Ras-
terelektronenmikroskopaufnahmen einer formalinbehandelten Naturmembran im Vergleich
zu einer getrockneten Membran zu erkennen (Abb. 13). Durch die Behandlung mit Formal-
dehyd liel3 sich tatséchlich die Haltbarkeit auf maximal 10 Tage erh6hen, was Abb. 12 ver-
anschaulicht. Da die Vernetzung offenbar reversibel ist, war eine weitere Verbesserung der
Haltbarkeit nicht maglich.
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Abb.13 : Rasterelektronenaufnahmen einer Naturmembran (Goldschlagerhautchen)

a) nach Formalinbehandlung, b) ohne Behandlung
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Abb. 14: Permeationsverhalten der Leitwirkstoffe an einer Formaldehyd-Naturmembran
(F: Feed, P: Permeat)

Zur Uberpriifung, ob sich durch die Formalin-Behandlung die Eigenschaften der Membranen
geandert hatten, wurde das Kammersystem mit unterschiedlich mikrobiell belasteten Was-
sern - Ruhrwasser (Saulenversuch), klaranlagenbeeinflusstem Oberflachenwasser (Batch-

versuch), dotiertes Emscherwasser - beprobt. Die Mikroorganismen-Dichte wahrend des
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Batchversuches war allerdings geringer, da das klaranlagenbeeinflu3te Oberflachenwasser
1:4 mit Basalmedium (entspr. OECD-Methode) verdiinnt war. Offensichtlich hatte die Forma-
linbehandlung aber keinen signifikanten Einfluss auf das Permeationsverhalten der Gold-

schlagerhautchen, was Abb. 14 demonstriert.

3.2 Tragergestutzte Flissigmembransysteme (SLM)

3.2.1 Tragergestltzte Flachmembranen

Zur Fortsetzung der im Abschluf3bericht des Vorprojektes beschriebenen Untersuchungen
mit tragergestutzten Flissigmembransystemen wurde eine SLM- Zelle , Typ IlI* konstruiert
(Abb. 15), die gegeniiber den vorhergehenden Prototypen ein groReres Feed-Volumen (500
mL) und ein kleineres Strip-Volumen (1,5 mL) aufweist, um héhere Anreicherungsfaktoren zu
erreichen (vorhergehende Konstruktionen: Typ I 50 mL : 50 mL, Typ Il 250 mL : 40 mL).

Abb. 15 SLM-Zelle Typ Ill (PTFE, Feed : Strip-Volumen = 500 : 1,5)
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Praparation der SLM - Einfluss der Eintauchzeit

Zur Préaparation der tragergestitzten Flissigmembran wurde Tragermaterial (Membran: 0,1
mm, 5,5 x 5,5 cm) mit der organischen Membran-L6sung (Octansulfonséure in Dihexylether)
getrankt. Dabei wurden die Eintauchzeiten des Tragermaterials in der organischen Phase
von 1 h bis zu 4 h variiert. Die praparierten Membranen wurden nach dem Ende der Behand-
lung sofort in die SLM-Zelle eingebaut und dann die Transportraten mit den wirkstoffhaltigen
Testldsungen ermittelt. Die Ergebnisse belegen (Abb. 16), dass die Extraktionsgrade tat-
sachlich von der Eintauchzeit des Tragermaterials abhangig sind. Die Extraktionsverlaufe fur
DCF und IBU gleichen sich aber schon nach zwei- bis vierstiindiger Eintauchzeit den Extrak-
tionsgraden an, die nach 24 stindiger Vorbehandlung erzielt wurden.

Wie bereits bei den Versuch mit Dialysekammern vom Typ | (Feed-Strip-Volumen 1:1), wer-

den auch in den Typ llI-Systemen SFM und CBZ nur in Spuren transportiert.
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Abb. 16: Einfluss der Eintauchzeiten der Tragermembran auf die Extraktionsgrade
(SLM-Zelle Typ lll; Membran-Phase: 0,025¢g/L Octansulfonsdure Natriumsalz in Dihexyl-
ether, Feed: Arzneiwirkstoffe jeweils 10mg/L in 0,1 mol/L HCI, Strip: 0,1 mol/L NaOH; 4 h)

Einfluss des Losemittels

Zur erfolgreichen Membran-Permeation sollte der PP-Trager vollstandig benetzt sein. Ein
Mal3 fur die Benetzbarkeit der Trageroberflache ist der Benetzungsdruck. Die Stitzmembran
ist zwar in der Regel wasserabstofRend, wird aber bei geniigend hohen Differenzdrucken von
den wassrigen Phasen benetzt. Der Benetzungsdruck nimmt mit wachsendem Durchmesser

der Poren und mit sinkender Grenzflachenspannung ab. Mit der verwendeten PP-Membran
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lasst sich nach der Belegung mit dem eingesetzten oberflachenaktiven Carrier im System

Octansulfonsaure/Dihexylether ein ausreichender Benetzungsdruck erreichen.

Dagegen ist das polarere Losemittel Decanol, mit dem in Bulk-Systemen hohe Extraktions-
grade fur SFM und CBZ erzielt wurden, nicht tragergestiitzt einsetzbar. Offensichtlich Ubt es
keinen gentigend hohen Benetzungsdruck auf das mikropordse Gewebe aus, so dass Was-
ser durch die Membran-Schicht auf die Strip-Seite diffundiert und keine Strip-L6sung ange-

legt werden kann.

Anreicherungsfaktoren E.

Nach Optimierung weiterer Betriebsparameter (u.a. Rihrgeschwindigkeit in der Feed-Phase,
Extraktionszeit) wurden in der neuen Kammer Typ Il Wirkstoffkonzentrationen bis in den
Spurenbereich vorgelegt (0,1 — 20 pg/L pro Wirkstoff, Feed-Volumen 500 mL). Nach einer
Extraktionszeit von ca. 4 h wurden die Strip-Phasen analysiert. Es stellte sich heraus (Abb.
17), dass in Abhangigkeit von der Analytkonzentration fir DCF und IBU hohe Anreicherungs-

faktoren (E. > 70) erzielbar sind. Deutliche Anreicherungseffekte traten noch unterhalb 1 pg/L

auf.
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Abb. 17: Anreicherungsfaktoren E. als Funktion der Wirkstoffkonzentrationen in der

Feed-Phase (SLM-Zelle Typ lll, Bedingungen s. Tab. 3)
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3.2. PP-Beutel als SLM-Module

Neben den Flachmembranmodulen wurde erstmalig eine ,Beutel-Geometrie” flr die Trager-
membranen entwickelt. Prinzipiell sollten dadurch noch héhere Anreicherungsfaktoren er-
reicht werden. PP-Beutel wurden aus geeignet zugeschnittenem Flachmembran-

Tragermaterial durch eine eigens entwickelte FolienschweifRtechnik hergestellt.

Abb. 18 Prototyp der SLM-Beutel (Becher aus PTFE und Glas zur Aufnahme der wassrigen
Feed- bzw. Probelésung)

Zunachst wurden Prototypen der Beutel mit unterschiedlichen Durchmessern und Langen

hergestellt. Zur Durchfiihrung der Arzneistoffanreicherung wird die entsprechend vorbehan-

delte SL-Membran in die Feed-L6sung eingetaucht, mechanisch fixiert, mit der Strip-Lésung

gefullt und der RUhrvorgang gestartet (Abb. 18). Nach 4 h wurde die Strip-Probe entnommen

und mit der HPLC analysiert.

In der Tabelle 2 sind die Extraktionsbedingungen und erzielten Anreicherungsfaktoren aufge-

fuhrt.

Tabelle 2: Anreicherungsfaktoren und Extraktionsbedingungen mit SLM-Beutel-Technik

(Flissigmembran: Octansulfonséaure in Dihexylether)

SLM-Beutel Feed: 0,1 mol/L HCI Strip: 0,1 mol/L NaOH | E.
Beutel 1 Volumen: 400 mL | Volumen: 6 mL
Dimension
0,2 mg/L 13,0 mg/L 65
DCF
0,2 mg/L 12,2 mg/L 61
IBU
Beutel 2 Volumen: 400 mL |Volumen: 0,2 mL
Dimension DCF 0,2 mg/L 50,9 mg/L 254
IBU 0,2 mg/L 56,1 mg/L 280
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Die ermittelten Daten belegen, dass mit den SL-Membranbeuteln noch héhere Anreiche-
rungseffekte als mit den Flachmembranen zu erreichen sind. Die weiteren Untersuchungen
Zielten auf eine weitere Optimierung der Membrangeometrie und Folienschweif3technik. Um
die Extraktionseffektivitat der PP-Beutel zur Anwendung auf Wasserproben mit zu erwarten-
den Arzneistoffgehalten im ng-pg/L-Bereich noch zu steigern, wurde die Membrane weiter
miniaturisiert unter gleichzeitiger Erhéhung des Volumenverhéltnisses zwischen Feed und

Strip-Phase.

Zur Herstellung der PP-Beutel wurde eine Technik entwickelt, die pro Arbeitsgang die Pro-
duktion von maximal 10 PP-Beuteln erméglicht. Der Innendurchmesser des offenen Beutels
(als SLM-Modul) betragt ~2,5 mm. Das optimale Aufnahmevolumen fir Strip-Losung liegt im
Bereich von 200 - 500 pL.

Abb. 20 Mehrfachextraktionseinheit mit SLM-Beutelmodulen

Die PP-Beutel wurden analog zu den tragergestitzten Flachmembranen durch Eintauchen
fir 1 — 2 h in das entsprechende Lésemittel/Carrier-Gemisch impragniert und dann unmittel-

bar fur die SLM-Extraktion eingesetzt.

Dazu wurden die getrankten PP-Beutel mit der Strip-Lésung gefillt und an der Abdeckung
fur das Probenaufnahmegefal (600-mL-Becher) fixiert. Die Extraktion erfolgte in sechs Pa-
rallelansatzen unter RiUhren der Feed-Phase (Wasserprobe) mit einem PTFE-

Magnetruhrstab auf einem Mehrfach-Ruhrgeréat (Abb. 20).
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3.3 Durchfihrung der SLM-Extraktionen

Die Zusammensetzung der Flissigmembran- und Strip-Phase sowie die pH-Konditionierung

der Feedphase war wie folgt:

- Membran-Phase: 0,025¢g/L Octansulfonsaure in Dihexylether
- Strip-Phase: 0,1 mol/L NaOH (300 — 400 pL)
- Feed-Phase/Wasserprobe: 500 mL 0,1 mol/L HCI bzw. Ansduern auf pH 1

Mit Hilfe der aus den Versuchsdaten berechneten KenngréRen maximaler Anreicherungs-

faktor Ee(max),Anreicherungsfaktor und Extraktionseffektivitat E bzw. E (%) wurden die Be-

dingungen optimiert.

Tabelle 3: Einfluss des Strip-Volumens auf die Anreicherung
(Extraktionszeit: 4 h, Feed- Phase: 500 mL, 1 ug/L je Arzneiwirkstoff
in 0,1 mol/L HCI, n = 6)

Strip-Volumen Cs E

[uL] [mg/L] [%] =
IBU

400 1,17 93,6 1170

300 1,90 107,9 1900
DCF

400 1,07 85,6 1070

300 1,80 115 1800

Bertcksichtigt wurden die Einflisse von Eintauchzeit (PP-Impréagnierung), Extraktionszeit,

Strip-Volumina und die Flissigmembran-Zusammensetzung.
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3.3.1 Anwendung der SLM-Beutelmodule - Analyse von Oberflachenwasser

Die entwickelte Anreicherungsmethode mit SLM-Beutelmodulen wurde erstmalig auf die Be-
stimmung von DCF und IBU in klaranlagenbeeinflusstem Oberflachenwasser - mit und ohne

Wirkstoff-Dotierung - nach folgender allgemeiner Verfahrensweise angewendet:

- Einstellen des pH-Wertes der Wasserprobe (undotiert und dotiert) mit konz. HCI auf pH 1
- Durchfiihrung der SLM-Extraktion mit je zwei 500 mL-Aliquoten

- SLM-System: Octansulfonsaure in Dihexylether // 300 pL 0,1 mol/L NaOH

- Extraktion unter Ruhren (370 U/min) fur 4 h

- Neutralisierung der Strip-Losung mit 30 pL 1 mol/L HCI

- Analyse des Konzentrats mit HPLC-UV-MS/MS

Grundsatzlich belegt der Vergleich der gemessenen Konzentrationen in den jeweiligen Strip-
Losungen bzw. Messproben (mg/L-Bereich) mit den berechneten Konzentration in den Was-
serproben (ng/L-Bereich) das besonders hohe Anreicherungspotential der verwendeten
SLM-Beutelmodule (Tab. 4). Die Anreicherungsfaktoren liegen nach nur einstufiger Extrakti-
on um 1500.

Tabelle 4: Bestimmung der Arzneistoffe in Oberflachenwasser mit SLM-Beutelmodulen
Dotierte Wasserproben: Undotierte Wasserproben
mit 100 ng/L je Arzneistoff
Messprobe Messprobe
P Wasserprobe P Wasserprobe
(Strip (Strip- (Feed- Phase)
(Feed Phase)
Phase) [ng/L] Phase) [ng/L]
[mg/L] [mg/L]
1 2 1 2 1 2 1 2
Probe
DCF 0,581 | 0,619 | 383 408 0,266 | 0,337 | 222 176
IBU 0,496 | 0,522 | 327 345 0,428 | 0,322 | 282 213
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Eine erste Abschéatzung der Wiederfindung fihrt bei Ibuprofen zu durchschnittlich 97 % und
beim Diclofenac zu ca. 150 %. Vergleichsanalysen mit kommerziellen Festphasen (OASIS

HLB) ergaben deutlich niedrigere Wiederfindungen (< 50%).
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Abb. 21: LC-MS-Chromatogramm der SLM Strip-Phase: Anreicherung mit Beutelmodul

aus dotierter Oberflachenwasserprobe (s. Tab. 4).

Bedingt durch die selektiven Transporteigenschaften (u.a. Ausschluf3 huminstoffartiger Ver-
bindungen) wird neben hoher Anreicherung ein Giberzeugender Clean-up Effekt erreicht
(Abb. 21).

Im Vergleich zu der Festphasenextraktion bieten die SLM-Beutelmodule somit eine sehr leis-
tungsfahige und kostengiinstige Probenvorbereitungsmethode. Als Nachteil kann zwar die

Selektivitdt der Membrane angesehen werden, aber sicherlich sind auch andere 6kotoxikolo-
gisch relevante Wasserinhaltsstoffe mit vergleichbaren Polaritats- und Aciditatseigenschaften

mit der Flissigmembranmethode effektiv anzureichern.

Versuche mit den Hauptmetaboliten und anderen Solventkombinationen zeigen Perspektiven
auf, SL-Membranen als Drei- oder als Zweiphasensysteme auch fir hochpolare Komponen-

ten einzusetzen.
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4. Untersuchung von Abbau- und Umwandlungsprozessen der Leitstoffe und
Metabolien in Modellsystemen

Die Aufgabe des IfW in diesem Projekt waren Untersuchungen zum Abbauverhalten der Mo-
dellstoffe in verschiedenen Matrices mit unterschiedlichen Randbedingungen. Anhand der
Ergebnisse soll die Mdglichkeit des Einsatzes biologischer Filterstufen bei der Reinigung
arzneimittelhaltiger Abwasser geprift werden. Hierzu wurden standardisierte Batch- und
Saulenversuche durchgefuhrt.

Ziel der Batchversuche war es, die Abbaubarkeit der Leitstoffe in Versuchsansatzen mit
Grundwasser und Oberflachenwasser als Inokulum zu untersuchen sowie biologische und
chemische Abbaureaktionen voneinander zu unterscheiden. Batchversuche sind hierzu be-
sonders geeignet, da sie unter definierten und reproduzierbaren Randbedingungen sowohl
Hinweise auf die grundsatzliche Abbaubarkeit als auch auf das Abbauvermégen einer Bio-
zobnose ermoglichen. Das Verhalten von Stoffen in naturnahen technischen Systemen kann
auf diese Weise allerdings nur unzureichend ermittelt werden.

Die unter naturnahen Bedingungen durchgefiihrten S&ulenversuche dienten dazu, Wech-
selwirkungen zwischen Gas-, Wasser- und Festphase, hydraulische Effekte und die Ausbil-
dung von Mikrohabitaten in die Betrachtungen einzubeziehen. Zusatzlich wurden verschie-
dene Randbedingungen, die einen Einfluss auf Abbau- und Umwandlungsprozesse haben,

variiert.

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Batch-Versuche

Die Batch-Versuche wurden in Anlehnung an die OECD-Richtlinien (MITI-Test, OECD 1993)
durchgefuhrt. Prinzip dieser Tests ist es, die potentielle Abbaubarkeit eines Stoffes unter
gunstigen Bedingungen zu ermitteln. Hierbei werden die zu untersuchenden Stoffe als einzi-
ge C-Quelle einem Basalmedium zugesetzt und mit einem Inokulum (haufig Klarschlamm)
angeimpft. Die Endpunktbestimmung erfolgt in den meisten Fallen indirekt, also zum Beispiel
uber die DOC-Abnahme oder die CO,-Produktion.

In den am IFW durchgefiihrten Batch-Versuchen wurde das Basalmedium unter sterilen und
unsterilen Bedingungen mit Grundwasser und einem kléranlagenbeeinflussten Oberflachen-

wasser angeimpft und die Testsubstanzen Carbamazepin, Diclofenac, Ibuprofen und Sulfa-
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methoxazol in einer Konzentration von 1 mg/L zudotiert. Der Versuchsablauf ist in Abbildung
22 dargestellt.

Die vier Anséatze wurden Uber einen Zeitraum von vier Wochen hindurch in wochentlichen
Abstanden beprobt. Die Untersuchung auf die zudotierten Wirkstoffe und deren mégliche
Abbau- und Umwandlungsprodukte lag bei den Projektpartnern, weitere Parameter (pH-
Wert, Leitfahigkeit, Nitrat, Nitrit, Sulfat, Ammonium, DOC) wurden versuchsbegleitend tber
das IfW bei der Westfélische Wasser- und Umweltanalytik (WWU) ermittelt. Um Langzeitef-
fekte erkennen zu kdénnen, wurden die vorhandenen unsterilen Ansatze nach 10 Wochen er-
neut Uber einen Zeitraum von 11 Wochen hinweg beprobt.

In den Tabellen 5 und 6 sind die Zusammensetzung des Basal-Mediums und die Ansétze fur

die Batch-Versuche zusammengestellt.

/ | \ ‘ [Testsubstanzen

Carbamazepin
Diclofenac
Ibuprofen
Sulfamethoxazol

‘ [Inokulum

Grundwasser

Grundwasser, steril

Kléranlagenbeeinflusstes Oberflachenwasser
Klaranlagenbeeinflusstes Oberflachenwasser, steril

‘ (inkubation

Basalmedium (MITI-Test)
Raum-Temperatur (20°C)
— @ — 4 Wochen, dunkel

:> Analytik: Testsubstanzen
pH, Leitfahigkeit DOC, Nitrat, Nitrit, Sulfat, Ammonium

Abb. 22: Ablauf der Batchversuche (nach PREUSS et al. 1999)
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Basalmediums
Loésung A Lésung B Lésung C Lésung D
21,75 g/L K;HPO, 22,5 g/L MgSO4* 27,5 g/L CaCl , 0,25 g/L FeCl3*6
8,5 g/L KH,PO, 7 H,O H,O
44,6 g/L Na,HPO,*
12 H,0
1,7 g/L NH,CI
Tabelle 6: Ansatz der Batchversuche
Ansatz GW-steril GW-unsteril OW-steril OW-unsteril
2.400 ml 2.400 ml 2.400 ml 2.400 ml
Inokulum steriles Grundwasser | steriles Oberfla- .
Oberflachen-
Grundwasser chenwasser
wasser
36mlLsg.A |36mlLsg. A |36mlLsg. A 36 ml Lsg. A
Basalmedium 36mlLsg.B |36mlLsg.B |36 mlLsg.B 36 ml Lsa. B
36mlLsg.C |36mlLsg.C |36mlLsg.C g-
36mlLsg.D |36mlLsg.D |36mlLsg.D 36 ml Lsg. C
36 ml Lsg. D
Autoklaviertes, 10.656 ml 10.656 ml 10.656 ml 10.656 ml
bidest. Wasser
Modellstofflésung | 1.200 ml 1.200 ml 1.200 ml 1.200 ml
(12 mg/l je Stoff)

4.1.2 Saulenversuche

Diese Versuche wurden in einer weitgehend standardisierten halbtechnischen Saulen-

Versuchsanlage durchgefuhrt, die bereits in einer Vielzahl von Projekten und zur Untersu-

chung unterschiedlicher Fragestellungen am IfW eingesetzt wurde. Die Anlage besteht aus

Glasséaulen, die mit verschiedenen nattrlichen Filtermaterialien gefullt und mit nattrlichen

Wassern (aerobes oder anaerobes Grundwasser, Oberflachenwasser) betrieben werden
kénnen (Abbildung 23).
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Material: Glas
Hohe: 100 cm
Durchmesser: 22cm
Filterhohe: 80 cm
Filtergeschwindigkeit: 5cm/h
Abb. 23: Halbtechnische Versuchsanlage mit drei Sandfiltern und technische Daten

Als Filtermaterial diente ein Rheinsand, der auch fir technische Langsamsandfilter verwen-
det wird. Die Filter werden grundséatzlich vor Beginn einer Dosierung tiber mehrere Wochen
hinweg mit dem jeweiligen Versuchswasser betrieben, um sie hydraulisch einzufahren sowie
chemisch und vor allem mikrobiologisch zu konditionieren. Sie werden von unten nach oben
gefahren. Das verwendete Oberflachenwasser stammt aus der Ruhr und wird tber einen
Kiesfilter vorfiltriert. Das in diesem Projekt eingesetzte Grundwasser ist ein kiinstlich ange-
reichertes Grundwasser aus der Wassergewinnung Hengsen der Wasserwerke Westfalen.

Die wichtigsten Charakteristika beider Wasser sind in der Tabelle 7 zusammengestellt.
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Tabelle 7: Beschaffenheit der verwendeten Wasser (Analyse vom 25.11.03)
Oberflachenwasser

Parameter Grundwasser nach Kiesfiltration
pH-Wert 7,47 7,91
Leitfahigkeit (uS/cm) 391 402
Sauerstoff (mg/l) 3,7 3,6
Chlorid (mg/l) 34 36
Sulfat (mg/l) 44 43

Nitrat (mg/l) 18 16,9

Nitrit (mg/l) <0,01 0,02
Ammonium (mg/l) <0,05 <0,05
DOC (mgl/l) 0,8 1,7
Natrium (mg/l) 23 27
Magnesium (mg/l) 6,3 6,4
Kalium (mg/l) 3,2 3,9
Calcium (mg/l) 52 52
Koloniezahl/ml 16 150
Aluminium (ug/l) <10 <10
Mangan (pg/l) <2 <2

Eisen (ug/l) 29 <10
Chrom (ug/l) <2 <2
Nickel (ug/l) <2 <2
Kupfer (ug/l) 10 <5

Zink (ug/l) 23 <5
Cadmium (ug/l) <0,3 <0,3
Quecksilber (ug/l) <0,1 <0,1

Blei (ug/l) <1 <1

Versuchsserie 1

Zunéchst wurden drei parallel gefahrene Sandfilter verwendet. Eine der Saulen wurde mit

Grundwasser betrieben, die anderen beiden mit Oberflachenwasser. Nach der Einlaufphase
wurden dem Zulauf der Séaulen kontinuierlich die vier Testsubstanzen in einer Konzentration
von 100 pg/L zudosiert. Gleichzeitig wurde bei einer der mit Oberflachenwasser betriebenen

Saulen der Salzgehalt des Betriebswassers auf etwa 1000 uS/cm erhdht, um den Einflul3 ei-
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ner héheren Salzfracht, wie sie fir ein klaranlagenbeeinflusstes Oberflachenwasser typisch
ist, auf das Verhalten der Testsubstanzen zu tberprifen.

Die Saulen wurden in den ersten 7 Werktagen nach Beginn der Dosierung taglich, danach in
wochentlichen Abstanden beprobt. Jeweils wdchentlich wurde eine Probe zur Analyse an
das ISAS geschickt. Am IfW wurden zur Versuchskontrolle alle vier Testsubstanzen be-
stimmt.

Als Vor-Ort-Parameter wurden pH-Wert, Leitfahigkeit, Sauerstoff und die Filtergeschwindig-
keit werktéglich gemessen. Proben fir die Begleitparameter DOC, Nitrat, Nitrit, Sulfat und
Ammonium wurden dreimal, fir die mikrobiologischen Bestimmungen (KBE, Esterasen)
zweimal in der Woche genommen.

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurden alle Saulenzu- und —abléufe sowie
zur Erstellung einer Zeitreihe in regelméafigen Abstanden der Ablauf der mit Grundwasser

betriebenen S&ule beprobt.

Versuchsserie 2

In einer zweiten Versuchsserie sollten Randbedingungen geschaffen werden, die den mikro-
biellen Abbau férdern. Einer mit Sand gefullten und mit Oberflachenwasser betriebenen Sau-
le wurden Uber einen langeren Zeitraum als in der 1. Versuchsserie (9 gegentiber 4 Wochen)
die 4 Modellstoffe zudosiert.

Eine zweite, ebenso mit Sand gefillite Saule wurde mit Oberflachenwasser im Kreislauf be-
trieben, um die Kontaktzeiten zu erh6hen und die mikrobielle Aktivitat zu fordern. Nach einer
Einlaufphase von 3 Wochen wurde mit der Dosierung begonnen. Zunachst wurden 9 Tage
lang pro Tag etwa 5 mg der vier Modellstoffe zudosiert, anschlieRend wurde die Dosierung
reduziert auf etwa 0,9 mg/Tag, nach 13 Tagen wurde die Dosierung gestoppt. Die Saule
wurde noch 5 weitere Wochen betrieben und beprobt.

Auler den versuchsbegleitenden Kontrolimessungen am IfW wurde wochentlich eine Probe
jeder Saule am ISAS sowohl auf die Leitstoffe als auch auf Metabolite untersucht.

Die Bestimmung der Vor-Ort- und Begleitparameter erfolgte im Wesentlichen in der gleichen
Frequenz wie bei der Versuchsserie 1. Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden auf

die Ermittlung der Koloniezahlen eingeschrankt.

Die Versuchsbedingungen der Versuchsserien 1 und 2 sind in der Tabelle 8 zusammenge-

fasst.
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Tabelle 8: Versuchsbedingungen bei den Séulenversuchen
Saule | Filter- Betriebs- Dosierung Versuchszeit | Betriebsweise
material | wasser
1 Sand Grundwasser | 100 pg/l je Modell- | 4 Wochen Durchfluss
stoff

2 Sand Oberflachen- | 100 ug/l je Modell- | 4 Wochen Durchfluss
wasser’ stoff

3 Sand Oberflachen- | 100 pg/l je Modell- | 4 Wochen Durchfluss
wasser’ stoff + 400 mg/l KCI

4 Sand Oberflachen- | 100 ug/l je Modell- | 9 Wochen Durchfluss
wasser’ stoff

5 Sand Oberflachen- | ansteigend bis ca. 3 | 10 Wochen Kreislauf
wasser’ mg/l je Modellstoff

! hach Kiesfiltration

4.1.3 Bestimmungsmethoden

Arzneistoffe

Die am ISAS eingesetzten Methoden zur Bestimmung der Arzneimittelwirkstoffe sind in Kapi-
tel 2 dargestellt. Versuchsbegleitende Kontrollmessungen zu Carbamazepin, Diclofenac und

Ibuprofen mittels GC/MS wurden in Zusammenarbeit mit der WWU Uber das IfW erhoben.

Vor-Ort- und Begleitparameter

Die Bestimmung der Begleitparameter erfolgte weitgehend in Anlehnung an DIN-Verfahren.
Die Esterasenaktivitat wurde mit dem Verfahren nach OBST und HOLZAPFEL-PSCHORN
1988 bestimmt, die molekularbiologischen Methoden sind Verfahren, die am IfW entwickelt
und bereits in mehreren Forschungsvorhaben mit Erfolg eingesetzt wurden (KILB et al.1998).
Die Esteraseaktivéat als Summenparameter eignet sich zur Bestimmung der generellen mik-
robiologischen Aktivitat in den Testfiltern. Auf diese Weise sollte der Einfluss der zudosierten
Arzneimittel auf die Stoffwechselaktivitat der Mikroorganismen untersucht werden, also sti-

mulierende und hemmende Wirkungen erfasst werden.
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Tabelle 9: Methoden zur Bestimmung der versuchsbegleitenden Parameter

Parameter Methode

pH-Wert Elektrochemisch, in Anlehnung an DIN 38 404-C5

Leitfahigkeit Elektrochemisch, in Anlehnung an DIN EN 27888

Sauerstoff Elektrochemisch, in Anlehnung an EN 25814

Temperatur Elektrochemisch

DOC In Anlehnung an EN 1484

Chlorid lonenchromatographie, in Anlehnung an EN ISO 10304-
1

Sulfat lonenchromatographie, in Anlehnung an EN ISO 10304-
1

Nitrat lonenchromatographie, in Anlehnung an EN ISO 10304-
1

Nitrit lonenchromatographie, in Anlehnung an EN ISO 10304-
1

Koloniezahl Nach Trinkwasserverordnung Anl.1

Esteraseaktivitat Enzymatisch

Mikrobielle Diversitat PCR/DGGE

Bei der eingesetzten molekularbiologischen Methode wird durch PCR (Polymerase Chain
Reaction) amplifizierte 16S rDNA mit einer speziellen Elektrophoresetechnik (DGGE, Dena-
turierende Gradientengelelektrophorese) aufgetrennt. Auf diese Weise lassen sich Muster
der bakteriellen Besiedlung von Standorten erstellen, die miteinander verglichen werden

koénnen. In der Tabelle 9 sind die verwendeten Methoden aufgelistet.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Batch-Versuche mit Wirkstoffen

Bei den unter sterilen Bedingungen gehaltenen Ansatzen war nach 4 Wochen keine Veran-
derung der eingesetzten Wirkstoff-Konzentrationen zu verzeichnen. Dagegen konnte in den
beiden unsterilen Ansatzen (Grund- und Oberflachenwasser) nach 4 Wochen ein geringer
Rickgang von Sulfamethoxazol beobachtet werden. Zugleich wurde im Oberflachenwasser
auch ein Abbau von Ibuprofen detektiert.

Um zusatzliche Erkenntnisse Uber den weiteren Abbauverlauf zu erhalten, wurden die vor-
handenen Versuchsansétze nach insgesamt 14 Wochen erneut tber 11 Wochen hinweg be-

probt. Die Gesamtergebnisse sind in den Abbildungen 24 und 25 dargestellt.
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Abb. 24: Ergebnisse der Batch-Versuche mit unsterilem Grundwasser

In unsterilem Grundwasser nahmen die Sulfamethoxazol-Konzentration weiter ab. Dieser
Stoff war nach 16 Wochen nicht mehr nachweisbar. Die anderen Modellsubstanzen zeigten

sich gleichbleibend persistent.
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Abb. 25: Ergebnisse der Batch-Versuche mit unsterilem Oberflachenwasser
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In dem Ansatz mit unsterilem Oberflachenwasser lagen nach 14 Wochen die Ibuprofen- und
die Sulfamethoxazol-Konzentration unterhalb der analytischen Bestimmungsgrenze. Die
Konzentration von Diclofenac und Carbamazepin war unter den Versuchsbedingungen auch

nach 25 Wochen unverandert.

4.2.2. Batchversuche mit Hauptmetaboliten

Analog zu den Ansétzen des If\W wurden im ISAS Batchversuche mit den in Paderborn syn-
thetisierten Metaboliten durchgefiihrt, um deren Abbauverhalten mit dem der Ausgangswirk-
stoffe zu vergleichen und Kenntnisse tber das Verhalten von Strukturanaloga zu komplettie-
ren. Bei einer vergleichenden Bewertung ist jedoch zu berlcksichtigen, dass auf Grund ge-
anderter chemischer und mikrobiologischer Zusammensetzung der Wasserproben und des
Anteils an Klaranlagenablauf sowie jahreszeitlich bedingter Unterschiede, Differenzen zu den

vorhergehenden Wirkstoff-Versuchen auftreten kdnnen.

Es wurden eingesetzt:

N-4-Acetyl-sulfamethoxazol (Ac-SFM), Sulfamethoxazol-N1-glucuronid (Glucu-SFM), 4-
Hydroxy-ibuprofen (OH-IBU) und 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepin (Diol-CBZ)
(Strukturen s. Abb. 2 - 5).

Um bei den Sulfamethoxazol - Metaboliten Konkurrenzreaktionen auszuschlieRen und ein-
deutige Massenbilanzierungen zu erméglichen, wurden zwei Parallelansatze mit getrennten
Dotierungen von Grundwasser und klaranlagenbeinflulitem Oberflachenwasser an Ac-SFM
und Glucu-SFM angesetzt. Jeder Ansatz enthielt neben dem jeweiligen SFM-Metaboliten die

anderen Komponenten OH-1BU und Diol-CBZ.

Die Batchanséatze standen lichtgeschitzt bei Raumtemperatur. Um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung zu gewahren, wurden die Flaschen einmal pro Woche geschdttelt und
anschlie3end die Stopfen nur lose aufgelegt. Kontrolimessungen des Sauerstoffgehaltes
zeigten auch bei den Langzeitversuchen (nach 6 Monaten) einen gleich bleibenden Gehalt

von ca. 8 mg/L O, an.
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Metabolitenabbau im Oberflachenwasser und Grundwasser

Nach 10 Tagen begann der Abbau von Ac-SFM im Oberflachenwasser, der dann innerhalb
einer Woche beendet war. Im gleichen Zeitraum entstand in fast stéchiometrischer Menge
der Wirkstoff SFM, der wiederum dann innerhalb von weiteren 6 Wochen vollstandig abge-
baut wurde (Abb. 26).

Nach 16 Tagen konnte eine beginnende Abnahme der OH-IBU-Konzentration festgestellt
werden, die dann innerhalb der folgenden 7 Wochen unter die Nachweisgrenze sank. Wah-
rend dieser Zeit war die Bildung von Ibuprofen nicht zu beobachten.

Die Konzentration von Diol-CBZ blieb bis zur 9. Woche nahezu konstant hoch. Zu dem Zeit-
punkt, als alle anderen Substanzen im Batchversuch auf einen Wert unterhalb der Detekti-
onsgrenze gefallen waren, stieg der Me3wert fir Diol-CBZ innerhalb von 2 Wochen um 50%
an, um dann etwa auf diesem Niveau zu bleiben. Dieser Effekt ist auch schon in anderen
Batch- und S&ulenversuchen aufgefallen, sogar in Versuchen, bei denen kein CBZ als Wirk-
stoff enthalten war. Da eine Erhéhung der Diol-CBZ-Konzentration prinzipiell ausgeschlos-
sen ist, wird angenommen, dass der beschriebene Effekt durch ein chromatographisch nicht
getrenntes Abbauprodukt verursacht wird. Massenspektrometrische Untersuchungen lassen

strukturelle Ahnlichkeit mit einem CBZ-Derivat vermuten, bleiben aber noch spekulativ.

2,0
1.8 —@——— Glucu-SFM
15 - ——o—— SFM aus Glucu-SFM
1,3 —&A—— AcSFM

% 1,0 — 7~ — SFM aus Ac-SFM

3
0,8
0,5
0,3
0,0

0 5 10 15
Wochen
Abb.26: Abbau der Sulfamethoxazol-Metaboliten Ac-SFM und Glucu-SFM

in Oberflachenwasser (Batchansatz)
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Nach 10 Tagen beginnt der Abbau von Glucu-SFM, so dass nach 28 Tagen etwa 55 % des
Glucuronids nachweisbar sind. Damit verlauft der Abbau deutlich langsamer als beim Ac-
SFM. Auch aus dem Glucuronid des Sulfamethoxazols wird in fast stochiometrischem Ver-
haltnis der freie Wirkstoff SFM gebildet, der wiederum simultan abgebaut wird.

In Abb. 26 wird der zeitlich versetzte Abbau von Ac-Sulfa und Glucu-SFM zum SFM im Ober-

flachenwasser in zwei Parallelversuchen deutlich.

In den beiden mit Grundwasser angesetzten Batchversuchen — Glucu-SFM in einem separa-
ten und die Gbrigen Metaboliten in dem anderen Abbaugefal - gab es in den ersten Wochen
keine nachweisbaren Veranderungen der Arzneistoffkonzentrationen (Abb. 27). Dies blieb
bei dem Ansatz mit der Metaboliten-Mischung bis zum Abschluss der Tests so. In dem An-
satz mit dem Glucuronid hingegen setzte dann der Abbau ein, der mit einem Konzentrati-
onseinstieg des Sulfonamidwirkstoffes SFM gekoppelt war. So waren nach 12 Wochen 75%
des Glucu-SFM abgebaut. Rein stdchiometrisch hétte dieses einen Anstieg der SFM-
Konzentration auf ca. 0,5 pg/mL zur Folge haben mussen. Infolge des synchron ablaufenden

Abbaus des Wirkstoffes wurden aber nur maximal 0,35 pg/mL SFM erreicht.

1,4
1,2
1,0
g 08 —@— Glucu-SFM
D
=96 -| —<— SFMaus Glucu-SFM
04 —o— Diol-CBZ
—— OH-IBU
0,2 -
—-A— AcSFM
P ,3/@——@\4—\ ~
0 T ‘
0 5 10 15

Wochen

Abb. 27: Verhalten der Pharmaka-Metabolite in Grundwasser (Batchansatz)
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4.2.3 Saulenversuche

Versuchsserie 1

In dieser ersten Versuchsserie wurde das Verhalten der Modellstoffe in verschieden betrie-
benen Sandfiltern untersucht. Jeweils 100 pg/l Carbamazepin, Diclofenac, Ibuprofen und
Sulfamethoxazol wurden Uber 4 Wochen hinweg kontinuierlich dem Zulauf eines mit Grund-
wasser und zweier mit vorfiltriertem Oberflachenwasser betriebenen Filtern zudosiert. Einer
der beiden mit Oberflachenwasser betriebenen Filter wurde zudem mit einer erhdhten Salz-
fracht belastet.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass von den vier dotierten Substanzen im
Versuchszeitraum nur Ibuprofen abgebaut wird — und dies nur in den mit Oberflachenwasser
betriebenen Saulen. In der Abbildung 28 ist die relative Konzentration an Ibuprofen in den
drei Versuchsfiltersaulen dargestellt. Fir diese Abbildung wurden die am IfW versuchsbeglei-
tend bestimmten Ergebnisse verwendet, da diese vor allem zu Versuchsbeginn dichter sind

als die parallelen Messungen des ISAS.

1,40 4
1,20 4

1,00 -

0,80 -

c/cO
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—o— Grundwasser
0,40

—&— Oberflachenwasser
0,20 1 —B- Oberflachenwasser
mit Salzbelastung
0,00 #& ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
25.11.2003 30.11.2003 05.12.2003 10.12.2003 15.12.2003 20.12.2003 25.12.2003
Datum
Abb. 28: Verlauf der relativen Ibuprofen-Konzentration in Versuchfiltersaulen als

Funktion der Zeit

Im Unterschied zu den orientierenden Batch-Versuchen begann der Abbau des Wirkstoffs

Ibuprofen bereits nach etwa einer Woche. Der Verlauf der Konzentrationsdnderung ent-
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spricht wie erwartet einer typischen Abbaufunktion ohne zuséatzliche Sorptionseinflisse. Die
gegeniber den Batchversuchen verkiirzte Lag-Phase ist unter anderem auf die versuchsbe-
dingt hdhere Bioaktivitat im ,Saulenreaktor” zurlickzufthren.

Versuchsserie 2

Durchflussbetrieb

In der zweiten Versuchsserie wurde erneut ein mit Oberflachenwasser betriebener Sandfilter
untersucht, dem nach entsprechender Einarbeitung Uber einen Zeitraum von 10 Wochen 100
pg/l je Modellsubstanz zudosiert wurde. Ansonsten wurden die Versuchsbedingungen der
ersten Serie beibehalten. Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg konnte allerdings
kein Abbau der Leitstoffe detektiert werden (Abbildung: 29).

Dieses zunachst widerspriichliche Ergebnis liel3 sich unter Berticksichtigung der chemischen
Begleitparameter schlissig deuten. Wéahrend in der 1. Versuchsserie die Werte fur Nitrat,
Nitrit und Ammonium durch die Filterpassage unveréndert blieben, stiegen in der zweiten
Versuchsserie die Gehalte an Nitrit und Ammonium im S&aulenablauf deutlich an. Der Nitrat-

gehalt wurde korrespondierend hierzu durch die Filterpassage vermindert (Abbildung 30).
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Abb. 29: Relative Leitstoff-Konzentrationen der im Durchfluss betriebenen Saule?

Y Im Versuchsverlauf kam es mehrfach zu technischen Stérungen, so dass insgesamt die dosierten
Wirkstoffkonzentrationen tiber den geplanten lagen.
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Abb. 30: Nitrat- Nitrit- und Ammonium-Konzentrationen der im Durchfluss betriebenen

Saule

Dies lasst darauf schliefRen, dass in dem mit Oberflachenwasser im Durchfluss betriebenen

Sandfilter eine unbekannte Kohlenstoffquelle abgebaut wurde, deren Verstoffwechselung
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energetisch glnstiger war als die Umsetzung eines der Modellstoffe. Gleichzeitig lasst dies

die Folgerung zu, dass die Modellstoffe nicht co-metabolisiert werden.

Kreislaufbetrieb

Bei der im Kreislauf betriebenen Saule mit wesentlich héheren Kontaktzeiten und Wirkstoff-
konzentrationen wurde nach 8 Wochen ein deutlicher Riickgang der Gehalte an Ibuprofen,
Diclofenac und Sulfamethoxazol verzeichnet. Sulfamethoxazol wurde sogar bis unter die
Nachweisgrenze abgebaut. Allein Carbamazepin erwies sich auch unter diesen, fir einen

mikrobiellen Abbau giinstigen, Bedingungen als nur wenig abbaubar. (Abbildung 31)

3,5 -
3,0 -
2,5
-
> 2,0 A
1S
1,5
—<&— Sulfamethoxazol —#— Carbamazepin
1,0
—a— Diclofenac —&— Ibuprofen
0,51 == Sollkonzentration
0,0 T T T T T T )
23.04.04 03.05.04 13.05.04 23.05.04 02.06.04 12.06.04 22.06.04 02.07.04
Datum
Abb. 31: Verlauf der Modellstoffkonzentrationen und der Sollkonzentration in dem im

Kreislauf betriebenen Filter

Untersuchungen auf Metaboliten, die zum Ende des Versuchs hin durchgeftihrt wurden,
zeigten die Bildung von OH-IBU und Diol-CBZ an; was auf oxidative Abbauprozesse der

Leitstoffe Ibuprofen und Carbamazepin schlie3en laft.
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4.2.4 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen

Die im Zulauf der mit Grundwasser betriebenen Filtersaule gemessenen Koloniezahlen lagen
im Mittel bei 13 KBE/ml. Im Zulauf der mit Oberflachenwasser betriebenen Filter wurden zwi-
schen 100 und 1000 KBE/ml ermittelt. Durch die Filterpassage wurden die Koloniezahlen in

allen Saulen etwas vermindert.

Die hohere Bioaktivitat bei den mit Oberflachenwasser betriebenen Filter lasst sich auch an
der Esteraseaktivitat ablesen. In der Abbildung 32 ist die im Ablauf der Filtersdule gemesse-
ne Esteraseaktivitat als FDA-Umsatz dargestellt. Eine Hemmung durch die Dosierung der
Arzneistoffe lasst sich nicht erkennen (Beginn der Dosierung 25.11.). Betrachtet man nur die
Daten nach dem Beginn des Ibuprofen-Abbaus (etwa 5.12.) so l&sst sich in den beiden mit
Oberflachenwasser betriebenen Sdulen in der Tendenz ein leichtes Ansteigen der Estera-
seaktivitdt erkennen. Ob es sich hier tatsachlich auf die eine Erh6hung der mikrobiellen Akti-
vitat als Folge des Abbaus von Ibuprofen handelt oder ob die Werte in der Schwankungsbrei-

te der Methode liegen, kann nach den vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

40 -
35 |
30
25 |

15 A

ng/ml/h

——— Grundwasser
10 -
—&— Oberflachenwasser

—A— Oberflachenwasser mit
Salzbelastung

0 T T T T T T !
20.11.2003 25.11.2003 30.11.2003 05.12.2003 10.12.2003 15.12.2003 20.12.2003 25.12.2003
Datum

Abb. 32: Esteraseaktivitat als FDA-Umsatz in den Ablaufen der mit Grund- und Ober-

flachenwasser betriebenen Filter der 1. Versuchsserie
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In der Abbildung 33 ist das DGGE-Gel mit den Saulenzu- und -ablaufen dargestellt

1 Marker (E.coli)
2 Grundwasser (Zulauf Saule 1)
3 Oberflachenwasser (Zulauf Kiesfilter)

4 kiesfiltriertes Oberflachenwasser
(Zulauf Saule 2 und 3)

5 Ablauf Saule 1

6 Ablauf Saule 2

7 Ablauf Saule 3

8 Marker (E. coli)

Abb. 33: DGGE-Gel mit amplifizierter DNA aus Proben der Filterzu- und ablaufe der 1.

Versuchsserie

Im Idealfall entspricht jede Bande in einer Spur einer Spezies, in der Praxis kommt es aber
zu Uberlagerungen. Trotz dieser Einschrankung sind Zahl und Intensitat der Banden ein MaR
fur die mikrobielle Diversitat in einer Probe. Um verschiedene Proben miteinander verglei-
chen zu kénnen, wurde der so genannte Sérensen-Index berechnet. Hierzu werden die Zahl
der Banden in den beiden Spuren, die miteinander verglichen werden sollen, ins Verhaltnis
gesetzt zu der Zahl der den beiden Spuren gemeinsamen Banden. Sérensen-Indices tber
0,6 lassen auf eine sehr hohe Ahnlichkeit der Proben schlieRen, solche zwischen 0,4 und 0,6
zeigen eine mittlere Ahnlichkeit. Bei Werten von unter 0,3 wird davon ausgegangen, dass die
Proben sich nicht ahneln.

Mit einem Soérensen-Index von 0,69 zeigten die beiden mit Oberfachenwasser betriebenen
Sé4ule eine recht hohe Ahnlichkeit. Ein Vergleich dieser beiden Filterablaufe mit dem des mit
Grundwasser betriebenen Testfilter ergab Sérensen-Indices von 0,46 bzw. 0,53, also eine
mittlere Ahnlichkeit.
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Die acht Proben die als Zeitreihe in regelmafigen Abstanden Uber 4 Wochen hinweg ge-

nommen wurden, wiesen untereinander nur eine mittlere Ahnlichkeit auf.

4.3 Diskussion

Die Abbaubarkeit der Modellstoffe wurde in Batch- und Saulenversuchen unter unterschiedli-
chen Randbedingungen getestet. Die Untersuchungen haben die bisherigen Erfahrungen
bestétigt, dass allein die mikrobiologischen Prozesse entscheidend fiir die Konzentrations-
verminderung der untersuchten Arzneistoffe sind, wahrend Sorption und chemischer Abbau
keine Rolle spielen. Carbamazepin erwies sich einem biologischen Abbau auch dann nur
wenig zuganglich (<20%), wenn ein Milieu geschaffen wurde, das optimale Bedingungen fur
mikrobielle Stoffwechselaktivitdten bietet. Fir die anderen Stoffe lassen sich Randbedingun-

gen definieren, unter denen ein Abbau mdglich ist:

Diclofenac
Abbau in:
sehr aktivem Milieu, bei hohen Konzentrationen, mit langen Kontaktzeiten und
einer Adaptation von mindestens 8 Wochen
Ibuprofen
Abbau in:
Oberflachenwasser nach 3 Wochen Adaptation
mit Oberflachenwasser betriebenen Sandfiltern bereits nach 1 Woche - aber
nur, wenn keine leichter zugéngliche Kohlenstoffquelle vorhanden ist
sehr aktivem Milieu, bei hohen Konzentrationen, mit langen Kontaktzeiten und

einer Adaptation von mindestens 8 Wochen

Sulfamethoxazol
Abbau in:
Grund- und Oberflachenwasser nach 3 Wochen Adaptation
sehr aktivem Milieu, bei hohen Konzentrationen, mit langen Kontaktzeiten und

einer Adaptation von mindestens 6 Wochen.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse aller Versuche in der Tabelle 10 dargestelit.
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Tabelle 10: Ubersicht tiber das Abbauverhalten bei unterschiedlichen Versuchsansatzen

Batch-Versuche Saulenversuche
f— "L f . f— - <
. 2 . 3 2 2 2%
3 588 5 g 8 2 =
A Sz 3 @ g 2 z = z @
@ 242 a E c N 9 c Q
2 =22 B ) 2 8 ERs) 25
e St g o S g S & s =
s | 5§58 i 5 s+ | 25 | 2%
~ = fus = = = = 2
© sg | © I3 2 2 3 %
) 6) o ) o +
Wirkstoffe!
Sulfamethoxazol
Carbamazepin

Ibuprofen
Diclofenac
Metaboliten?
Diol-CBZ
Ac-SFM
Glucu-SFM
OH-IBU

T

keine gesicherte Aussage mdoglich

N

NN

N\

|:| = nicht untersucht
[ ] =kein bzw. geringer Abbau
[ - Avba

- = Abbau bis unter die Nachweisgrenze

V777 = Bildung

! Dauer des Batchversuchs 22 Wochen

2 Dauer des Batchversuchs 14 Wochen

3 Filtermaterial Sand, Filtergeschwindigkeit 5 cm/h, Dosierung 100 ug/l je Wirkstoff

4 Filtermaterial Sand, Filtergeschwindigkeit 5 cm/h, Dosierung bis ca. 3 mg/l je Wirkstoff

Die Ergebnisse zeigen, dass ein mikrobieller Abbau von Sulfamethoxazol, Ibuprofen und
Diclofenac mdglich ist, allerdings ein sehr stoffwechselaktives Milieu erfordern. Ob sich ein
solches Milieu ausbildet, ist von einer Vielzahl von Faktoren abhangig. Die sich im Hinblick
auf den Abbau von Ibuprofen widersprechenden Ergebnisse an den unterschiedlich lange
betriebenen Oberflachenwasser-Saulen in den beiden Versuchsserien weisen darauf hin,
dass auch Veranderungen von Milieubedingungen, die sich nur indirekt zeigen lassen, zu ei-
nem veranderten Abbauverhalten fuhren. In gleicher Weise sind auch die Widerspriche zu
der Arbeit von PREUSS et.al. 2001 zu werten, die in einer sehr ahnlichen Versuchsanord-
nung einen guten Abbau von Diclofenac und Ibuprofen mit relativ kurzen Adaptationsphasen
fand.

Auch molekularbiologische Untersuchungen, die im Rahmen eines anderen am IfW durchge-

fuhrten Forschungsvorhabens an parallel betriebenen Filtern durchgefiihrt wurden, zeigten
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deutliche Unterschiede in den Besiedlungsmustern. Hier wurde davon ausgegangen, dass
bei der Ausbildung der Besiedlung in den Filtern neben messbaren Faktoren auch die Zu-
fallsgréRe, welche Organismen sich zuerst ansiedeln, eine Rolle spielt (JARGSTORF 2004).
Sufamethoxazol, das im Allgemeinen als schlecht abbaubar gilt und von FARBER et al.
2004 als mdgliche Tracersubstanz fur allgemeine Antibiotikabelastungen von Wassern vor-
geschlagen wird, wurde in den hier beschriebenen Bedingungen im Batch-Versuch sogar in
dem biologisch weniger aktiven Grundwasser abgebaut, im Saulenversuch allerdings nur un-

ter optimalen Bedingungen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Nach Auswertung der Tests mit Realwassern ist festzustellen, dass die eingesetzten Natur-
flachmembranen, speziell das Goldschlagerhautchen, in Wassern zur Abreicherung von Arz-
neiwirkstoffen einsetzbar sind, die keine oder nur eine geringe mikrobiologische Aktivitat
aufweisen. Zunehmende Aktivitat fordert aber die Instabilitdt dieser Naturmembranen, wes-
halb sie damit fur technische Klarprozesse nur nach Vorschaltung eines Desinfektions- oder

Filtrationsschrittes bedingt geeignet sein kdnnten.

Mit tragergestutzten Flissigmembransystemen lassen sich Spurengehalte der polaren, aci-
den Komponenten Ibuprofen und Diclofenac mit sehr hohen Anreicherungsfaktoren aus
Oberflachenwéssern abtrennen und mit chromatographischen Methoden quantifizieren. Da-
mit zeigen sich Perspektiven auf, SL-Membranen als Drei- oder auch als Zweiphasensyste-
me fiir hochpolare Komponenten — auch in Gegenwart natiirlicher Oligomere und Polymere
(Huminstoffe) - zur selektiven Anreicherung einzusetzen. Es ist festzustellen, dass die SLM-
Extraktion mit PP-Beuteln deutliche Vorteile gegentiber der klassischen Festphasenextrakti-
on bietet (h6here Anreicherungsfaktoren, Clean-up Effekt, niedrige Verbrauchskosten und
geringerer Zeitaufwand). Prinzipiell sind neben analytischen auch technische Anwendungen
der SLM-Systeme denkbar.

Die durchgefihrten Batch- und Saulenversuche zeigten unter ,normalen“ Randbedingungen
Ergebnisse zum Verhalten der Modellstoffe, die mit den bisherigen Erfahrungen aus der Pra-
xis und anderweitigen Untersuchungen tbereinstimmen. Die initiierte Erhéhung der mikrobio-
logischen Aktivitat sowie die Verlangerung der Kontaktzeit im Kreislaufbetrieb ermdglichten
dagegen einen Abbau der sonst persistenten Verbindungen. Wichtige neue Erkenntnisse
wurden auch zur Bildung und zum Verhalten von Metaboliten gewonnen. Hohe mikrobiologi-
sche Aktivitat fuhrt auch hier zu einer Umsetzung der identifizierten Abbauprodukte, die al-
lerdings nach friihestens 7 Tagen einsetzte.

Ubertragen auf den herkémmlichen Klaranlagenbetrieb mit deutlich kiirzeren Aufenthaltszei-
ten und dem Vorhandensein weiterer Kohlenstoffquellen bedeutet dies, dass die Wahr-
scheinlichkeit eines biologischen Abbaus wahrend der konventionellen Abwasserreinigung

gering ist. Gleichzeitig geben die Versuche erste Hinweise auf Méglichkeiten, die biologische
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.Reaktoren" als modulare Bestandteile einer bausteinorientierten Abwasserreinigung bieten

konnen.

Um die erzielten Ergebnisse fir die Abwasserreinigung gezielt nutzen zu kénnen, sollten
weitere Untersuchungen an einer modular konzipierten Versuchsklaranlage angeschlossen
werden, die sowohl eine biologisch optimierte Stufe mit anschlieRender Verminderung der
Zahl der Mikroorganismen als auch eine Membranstufe enthalten sollte. Abbau und Neubil-
dung von Metaboliten sowie die (intermediére) Rickbildung von Wirkstoffen waren dabei
zwingend zu beriicksichtigen. Denn die Untersuchungen verdeutlichen, dass Massenbilan-
zierungen, die sich ausschlie3lich auf die ,Eliminierung” applizierter und ausgeschiedener
Arzneiwirkstoffe stiitzen — ohne Einbeziehung von Metaboliten mit u.U. héherer human- und

Okotoxikologischer Relevanz -, zwangslaufig fragmentarisch sind.

Paderborn, 17.12.2004

gez. Prof. Dr. M. Grote
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Anhang: Literaturzusammenstellung (Dr. Ursula Breuninger, IfW)
Tabelle 1b: Abbaubarkeit und Eliminierbarkeit der Leitstoffe

Diclofenac Ibuprofen Carbamazepin Sulfamethoxazol
Biologische Abbau-
barkeit in der Um-
welt
1) Batch-Versuche
Oberflachen- L 10),22) Keine Keine 2 Keine 3V
Keine
wasser
Grundwasser Keine 1922 Keine 22
2) Saulenversuche
Oberflachen-
\(Nasser//L)SF Gut (60-80 %) ¥ | Gut (60-80 %) ° Gering (20-40 %) °
100 pg/L
Grundwasser:
aerob/Sand
aerob/Kies 5 . 5 . s
anaerob/Sand Gut (60-80 %) Gering (20-40 %) Gering (20-40 %)
anaerob/Kies Gut (60-80 %) ® | Keine (0-20 %) ° Keine (0-20 %)
(ie 100 pg/L) Gering (20-40 %) ¥ | Keine (0-20 %) ° Keine (0-20 %) °
Sediment Mittel (40-60 %) ® |Keine (0-20%) ®  |Keine (0-20 %) °
10 pg/L
)( i~ d) Keine 2 Sehr gut (91 %) 2Y Keine (17 %) 2V
3) Praxisdaten
Uferfiltration
anaerob/Methan-
bildung
Denitrifizierend
aerob-denitrifi- cut ® _ Mittel 39 Gut ®
zierend Sehr gut *® Sehr gut *® Mittel 38 Gering *®
Sehr gut *® . Keine Keine 3
Abbau durch UV-  JJa # 171819 Nein & 19 Nein Ja @
Strahlung (Ja/Nein)
Abbauprodukte 8-Chlorcarbazol-1- | -- -- --
durch UV-Strahlung J essigsaure *”
Eliminierungsraten |>96 20 >62 >98 >92 2
(%) beim Abbau
durch Oxidation mit
Ozon
Eliminierungsraten J31 (-2 °C), 69 (5 °C) | 96 (Carboxy-IB) n, 7 60
(%) in Klaranlagen [ (Belebtschlammbe- | 90 (Belebtschlamm- | (Belebtschlammbe- | (Belebtschlammbe-
handlung) % behandlung) % handlung) *? handlung) 3¢

50-70 (25 °C)
(Koagulations-
2Fdl)ockungsversuche

30 (Mozgl)ellrech-
nun
17 92) 34)

20-40
(Koagulations-
Flockungsversuche)
24), 26)

255% (Modellrechnung)

g 339

20 (Flotationsver-
fahren) 242
235? (Modellrechnung)

75 (Kommunale
Klaranlage) %2

225 (Modellrechnung)

Diclofenac

Ibuprofen

Carbamazepin

Sulfamethoxazol

Eliminierungsraten
(%) in Membranbe-
lebungsanlagen

(Verfahrenskombi-
nationen)

10-52 (Mikro-
/Ultrafiltration)
95 (Nanofiltration)
95 (Aktivkohlefiltra-
tion)
> 96 (Ozon bzw.
Ozon/UV)

29)

0 (Pilotanlage) %0)

11 (Mikro-
/Ultrafiltration) 2%
20-95 (Nandfiltration)
20-95 (Aktivkohlefilt-
ration)

> 97 (Ozon bzw.
Ozon/UV) 29)
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LSF Langsamsandfilter
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31) Kiimmerer (2000) 32) Farber et al. (2004) 33) Heberer (2002a)
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37) Schrey et al. (1999) 38) Schmidt (2004)



54

Al-Ahmad, A., Daschner, F. D., Kimmerer, K. (1999): Biodegradability of cefotiam, ciproflux-
acin, meropenem, penicillin G, and sulfamethoxazole and inhibition of waste water
bacteria. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology 37 (2), 158-163

Alexy, R., Lange, F. T., Metzinger, M., Wenz, M., Sommer, A., Kimmerer, K. (2003): Ver-
brauch und Umweltkonzentrationen von Antibiotika. In: Wasserchemische Gesell-
schaft, Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.),

Jahrestagung 2003. Kurzreferate. Stade, 143-147.

Andreozzi, R., Marotta, R., Paxeus, N. (2003): Pharmaceuticals in STP effluents and their
solar photodegradation in aquatic environment. Chemosphere 50, 1319-1330

ARGE Elbe (Arbeitsgemeinschatft fur die Reinhaltung der Elbe). (2003): Arzneistoffe in der
Elbe.

AWWR Arbeitsgemeinschaft der Wasserwerke an der Ruhr, Ruhrverband. (1996): Untersu-
chungen zu Medikamentenriickstanden in der Ruhr - Vorkommen und Identifizierung
von Clofibrinsaure und anderen Medikamentenriickstéanden.

In: Ruhrwassergite 1995. Eigenverlag, Essen, 84-86.

Baxendale, J. H., Wilson, J. A. (1957): Photolysis of hydrogen peroxide at high light intensi-
ties. Transactions of the Faraday Society 53, 344-356

Biffl, W., Proksch, E., Haberl, R., Gehringer, P., Urban, W., Szinowatz, W. (1993): Wasser-
wirtschaft Wasservorsorge. Forschungsarbeiten: Einsatz von Strahlung und Ozon in
der Abwassertechnik zur Reduktion biologisch schwer abbaubarer Abwasserinhalts-
stoffe. Bundesministerium fur Land- und Forstwirtschaft, Wien.

BLAC Bund/Landerausschuss fir Chemikaliensicherheit. (2003): Arzneimittel in der Umwelt.
Auswertung der Untersuchungsergebnisse. Bericht vom 6. November 2003. Ham-
burg.

Buser, H. R., Poiger, T., Muller, M. D. (1998): Occurrence and fate of the pharmaceutical
drug diclofenac in surface waters: Rapid photodegradation in a lake. Environmental
Science & Technology 32 (22), 3449-3456

Buser, H. R., Poiger, T., Miller, M. D. (1999): Occurrence and environmental behavior of the
chiral pharmaceutical drug Ibuprofen in surface waters and in wastewater. Environ-
mental Science & Technology 33 (15), 2529-2535

Carballa, M., Omil, F., Lema, J. M., Lliompart, M., Garcia, C., Rodriguez, I., Gomez, M., Ter-
nes, T. A. (2003a): Verhalten von Pharmazeutika und Personal Care Products in
einer Klaranlage im Nordwesten Spaniens (Galicien). In: POSEIDON Symposium.
Presentation of Project Results. Assessment of Technologies for the Removal of
Pharmaceuticals and Personal Care Products in Sewage and Drinking Water Facili-
ties to Improve the Indirect Potable Water Reuse. Braunschweig, 04.-05.11.2003. 66



55

Carballa, M., Omil, F., Lema, J. M. (2003b): Entfernung von Pharmazeutika und Personal
Care Products mit Hilfe von physiko-chemischen Prozessen in stadtischem Abwas-
ser. In: POSEIDON Symposium. Presentation of Project Results. Assessment of
Technologies for the Removal of Pharmaceuticals and Personal Care Products in
Sewage and Drinking Water Facilities to Improve the Indirect Potable Water Reuse.
Braunschweig, 04.-05.11.2003. 73

Carballa, M., Omil, F., Lema, J. M. (2003c): Removal of pharmaceuticals and personal care
products (PPCPS) from municipal watsewaters by physico-chemical processes. Elec-
tronic Journal of Environmental, Agriculture and Food Chemistry 2 (2), 1-5

Carballa, M., Omil, F., Lema, J. M., Llompart, M., Garcia-Jares, C., Rodriguez, I., Gomez, M.,
Ternes, T. A. (2004): Behavior of pharmaceuticals, cosmetics and hormones in a
sewage treatment plant. Water Research 38, 2918-2926

Clara, M., McArdell, C., Alder, A. C., Gobel, A., Joss, A., Keller, E., Kreuzinger, N., Pluss, H.,
Siegrist, H., Strenn, B. (2003): Einfluss des biologischen Reinigungsverfahrens illust-
riert anhand von Massenbilanzen ausgewahlter Mikroverunreinigungen. In: POSEI-
DON Symposium. Presentation of Project Results. Assessment of Technologies for
the Removal of Pharmaceuticals and Personal Care Products in Sewage and Drink-
ing Water Facilities to Improve the Indirect Potable Water Reuse. Braunschweig, 04.-
05.11.2003. 50

Clara, M., Strenn, B., Kreuzinger, N. (2004): Carbamazepine as a possible anthropogenic
marker in the aquatic environment: investigations on the behaviour of Carbamazepine
in wastewater treatment and during groundwater infiltration. Water Research 38, 947-
954

Daughton, C. G., Ternes, T. A. (1999): Pharmaceuticals and personal care products in the
environment: Agents of subtle change? Environmental Health Perspectives 107 (6),
907-937

Dohmann, M. (2004): Massnahmen zur Verringereung der Gewasserbelastung durch Arz-
neimittelriickstande und Umweltchemikalien. In: Dohmann, M. (ed.), Gewasser-
schutz-Wasser-Abwasser Bd. 193: 37. Essener Tagung fir Wasser- und Abfallwirt-
schaft vom 24.-26.03.2004. Gesellschaft zur Forderung der Siedlungswasserwirt-
schaft an der RWTH Aachen e. V., Aachen, 25-1-25/12.

Farber, H., Skutlarek, D., Alberti, J., Reupert, R.-R. (2004): Belastung kommunaler Abwasser
mit Arzneimitteln aus medizinischen Einrichtungen. In: Dohmann, M. (ed.), Gewas-
serschutz-Wasser-Abwasser Bd. 193: 37. Essener Tagung fur Wasser- und Abfall-
wirtschaft vom 24.-26.03.2004. Gesellschaft zur Férderung der Siedlungswasserwirt-
schaft an der RWTH Aachen e. V., Aachen, 24-1-24/16.

Frechen, F.-B. (2004): Bedeutung der Membrantechnik fir die kiinftige kommunale Abwas-
serbehandlung. In: Dohmann, M. (ed.), Gewasserschutz-Wasser-Abwasser Bd. 193:
37. Essener Tagung fur Wasser- und Abfallwirtschaft vom 24.-26.03.2004. Gesell-
schaft zur Férderung der Siedlungswasserwirtschaft an der RWTH Aachen e. V., Aa-
chen, 11-1-11/12.



56

Gans, O., Sattelberger, R., Scharf, S. (2002): Ausgewahlte Arzneimittelwirkstoffe in Zu- und
Ablaufen kommunaler Osterreichischer Klaranlagen. In: Fachgruppe Wasserchemie in
der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser, Band 98. Wiley-VCH,
Weinheim, 165-176.

Gnirrs, R., Lesjean, B., Buisson, H., Zuehlke, S., Duennbier, U. (2003): IMF - Membranbele-
bungsverfahren: Kosteneffektive Abwasserreinigung mit dem Membranbelebungsver-
fahren fir dezentrale Standorte. In: Kompetenzzentrum Wasser Berlin (ed.), Confe-
rence Wasser Berlin 2003.

Greunig, H.-J. (1996): UV-Oxidation zur Grundwasser-, Deponie-Sickerwasser- und Indust-
rie-Abwasserreinigung. Wasser & Boden 48 (5), 17-21

Grinenthal GmbH. (1999): Fachinformation zu Supracombin (Kombinationspréparat aus Sul-
famethoxazol und Trimethoprim). Aachen.

Heberer, T. (2002a): Tracking persistent pharmaceutical residues from municipal sewage to
drinking water. Journal of Hydrology 266, 175-189

Heberer, T. (2002b): Occurrence, fate, and removal of pharmaceutical residues in the
aquatic environment: a review of recent research data. Toxicology Letters 131, 5-17

Hirsch, R., Ternes, T. A., Haberer, K., Kratz, K.-L. (1999): Occurrence of antibiotics in the
aquatic environment. The Science of the Total Environment 225, 109-118

Hopf, W. (1968): Anwendung von Ozon und Aktivkohle bei der Trinkwasseraufbereitung. In:
Institut fur Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen (ed.), Gewasserschutz -
Wasser - Abwasser Bd.2. Krupinski, Mondorf, 133-142.

Joss, A., Alder, A. C., Gbébel, A., Goosse, P., Keller, E., McArdell, C., Siegrist, H. (2004):
Verbesserte Abwasserreinigung durch Membranen: Wegweisender Technologie-
durchbruch oder Luxuslosung? In: EAWAG Eidgendssische Anstalt fir Wasserver-
sorgung Abwasserreinigung und Gewasserschutz (ed.), Jahresbericht 2003. Eigen-
verlag, Dubendorf, Schweiz, 19-20.

Khan, S. J., Ongerth, J. E. (2004): Modelling of pharmaceutical residues in Australian sew-
age by quantities of use and fugacity calculations. Chemosphere 54, 355-367

Kolb, M., Miller, B., Funke, B. (1987): Entfarbung von textilem Abwasser mit Ozon. In: Fach-
gruppe Wasserchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser -
69.Band - 1987. Verlag Chemie, Weinheim, 217-224.

Koppe, P., Herkelmann, H., Sebesta, G. (1976): Die Behandlung des Abwassers einer Zell-
stoff- und Papierfabrik mittels Ozon und Belebtschlammverfahren. In: Fachgruppe
Wasserchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser - 46.Band
- 1976. Verlag Chemie, Weinheim, 221-240.

Kimmerer, K. (2000): Abbau von Arzneimitteln in Testsystemen und Méglichkeiten zur
Emissionsreduktion. In: Schriftenreihe Wasserforschung Bd. 6: Chemische Stressfak-
toren in aquatischen Systemen. Berlin, 165-178.



57

Lindner, K., Knepper, T. P., Mller, J., Karrenbrock, F., Rérden, O., Juchem, H., Brauch, H.-
J., Sacher, F. (2003): IAWR Rhein-Themen. Band 5: Bestimmung und Beurteilung
der mikrobiellen Abbaubarkeit von organischen Einzelstoffen bei umweltrelevanten
Konzentrationen in Gewassern. Abschluf3bericht. Eigenverlag,

Martindale, M. (1999): Analgetics, anti-inflammatory drugs and antipyretics - Ibuprofen. In:
Parfitt, K. (ed.), The Complete Drug Reference. Pharmaceutical Press, London,

Merkel, W. (2004): Arzneimittelriickstande in der aquatischen Umwelt. gwf Wasser Abwasser
145 (5), 326-335

Mersmann, P., Scheytt, T., Heberer, T. (2003): Sédulenversuche zum Transportverhalten von
Arzneimittelwirkstoffen in der wassergesattigten Zone. Acta hydrochim. hydrobiol. 30
(5-6), 275-284

Mohle, E., Metzger, J. W., Kempter, C., Kern, A. (1999a): Untersuchungen zum Abbau von
Pharmaka in kommunalen Klaranlagen mit HPLC-Electrospray-Massenspektrometrie.
Acta hydrochim. hydrobiol. 27 (614), 430-436

Mohle, E., Horvath, S., Merz, W., Metzger, J. W. (1999b): Bestimmung von schwer abbauba-
ren organischen Verbindungen im Abwasser - Identifizierung von Arzneimittelrick-
standen. In: Fachgruppe Wasserchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker
(ed.), Vom Wasser Band 92. Wiley-VCH, Weinheim, 207-224.

Mutschler, E., Geisslinger, G., Kroemer, H. K., Schéafer-Korting, M. (2001): Arzneimittelwir-
kungen. Lehrbuch der Pharmakologie und Toxikologie. Wissenschaftliche Verlagsge-
sellschaft, Stuttgart.

Packer, J. L., Werner, J. J., Latch, D. E., McNeill, K., Arnold, W. A. (2003): Photochemical fa-
te of pharmaceuticals in the environment: Naproxen, diclofenac, clofibric acid, and
ibuprofen. Aquatic Sciences 65 (4), 342-351

Poiger, T., Muller, M. D., Buser, H. R. (2001): Photodegradation of the pharmaceutical drug
diclofenac in a lake: Pathway, field measurements, and mathematical modeling. Envi-
ronmental Toxicology and Chemistry 20 (2), 256-263

Preul3, G., Willme, U., Zullei-Seibert, N. (2001): Verhalten ausgewahlter Arzneimittel bei der
kunstlichen Grundwasseranreicherung - Eliminierung und Effekte auf die mikrobielle
Besiedlung. Acta hydrochim. hydrobiol. 29 (5), 269-277

Reicherter, U. F., Sontheimer, H. (1973): Untersuchungen zur Anwendung von Ozon bei der
Wasser- und Abwasserreinigung. In: Fachgruppe Wasserchemie in der Gesellschaft
Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser - 41.Band - 1973. Verlag Chemie, Wein-
heim, 369-380.

Reissig, H., Jentsch, T., Fischer, R. (1991): Untersuchungen zum Abbau von Farbstoffen der
textilveredelnden Industrie mittels UV-Strahlung und Ozon bzw. Wasserstoffperoxid.
In: Institut fur Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen (ed.), Gewasserschutz -
Wasser - Abwasser Nr.125. GFA, Aachen, 275-304.

Ried, A., Mielke, J. (2002): Ozonanwendungen im Bereich Prozel3- und Abwasseraufbe-
reitung. In: Fachgruppe Wasserchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.),
Vom Wasser, Band 98. Wiley-VCH, Weinheim, 117-132.



58

Ried, A., Mielke, J., Kampmann, M., Ternes, T. A., Herrmann, N., Teiser, B. (2003): Entfer-
nung von persistenten und endokrinen Stoffen aus Klaranlagenablaufen. In: POSEI-
DON Symposium. Presentation of Project Results. Assessment of Technologies for
the Removal of Pharmaceuticals and Personal Care Products in Sewage and Drink-
ing Water Facilities to Improve the Indirect Potable Water Reuse. Braunschweig, 04.-
05.11.2003. 76

Ruck, W. (1993): Die Ozonung von biologisch gereinigtem Abwasser. In: Fachgruppe Was-
serchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser - 80.Band -
1993. Verlag Chemie, Weinheim, 253-272.

Sacher, F., Lochow, E., Bethmann, D., Brauch, H. J. (1998): Vorkommen von Arzneimittel-
wirkstoffen in Oberflachengewassern. In: Fachgruppe Wasserchemie in der Gesell-
schaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser. Band 90. Wiley-VCH, Weinheim,
233-243.

Scherb, K., Bauer, H. (1978): Der Einsatz von Ozon zur Nachbehandlung von biologisch
vorgereinigtem Abwasser. In: Bayerische Landesanstalt fur Wasserforschung (ed.),
Moderne Abwasserreinigungsverfahren. R. Oldenbourg Verlag, Minchen und Wien,
195-202.

Schmidt, C. K. et al. (2004): Assessing the impact of different redox conditions and residence
times on the fate of organic micropollutents during river bank filtration. In: 4™ Interna-
tional Conference on Pharmaceuticals and Endocrine Disrupting Chemicals in Water,
Minneapolis, Minnesota. Tagungsbericht.

Schrey, P., Wilhelm, M. (1999): Arzneimittel-Literaturstudie. Teil I. In: DVGW Deutscher Ver-
ein des Gas- und Wasserfaches e. V. (ed.), DVGW-Schriftenreihe Wasser Nr. 94
Ruckstande von Arzneimitteln in Wasserproben — Befunde und deren Bewertung aus
Sicht der Trinkwasserversorgung. Wirtschafts- und Verlagsgesellschaft Gas und
Wasser mbH, Bonn, 1-70

Schroder, H. F. (2003): Abwasserreinigungsverfahren zur verbesserten Elimination pharma-
zeutischer und endokrin wirksamer Reststoffe. In: Track, T., Kreysa, G. (eds.), Spu-
renstoffe in Gewassern. Pharmazeutische Reststoffe und endokrin wirksame Subs-
tanzen. Wiley-VCH GmbH & Co., DECHEMA, Weinheim, 153-172.

Siegrist, H. (2003): Mikroverunreinigungen - Abwasserentsorgung vor neuen Anforderun-
gen? EAWAG news 57d (9), 7-10

Stamatelatou, K., Frouda, S., Founzoulakis, M. S., Drilla, P., Kornaros, M., Lyberatos, G.
(2003): Pharmaceuticals and health care products in wastewater effluents: The ex-
ample of carbamazepine. Water Science and Technology: Water Supply 3 (4), 131-
137

Stierlin, H., Faigle, J. W. (1979): Biotransformation of diclofenac sodium (Voltaren) in animals
and man. Il. Quantitative determination of the unchanged drug and principal phenolic
metabolites, in urine and bile. Xenobiotica 9, 611-621

Stumpf, M., Ternes, T. A., Haberer, K., Seel, P., Baumann, W. (1996): Nachweis von Arz-
neimittelriickstanden in Klaranlagen und FlieRgewdassern. In: Fachgruppe Wasser-
chemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Wasser Band 86. VCH,
Weinheim, 291-303.



59

Stumpf, M., Ternes, T. A., Haberer, K., Baumann, W. (1998): Isolierung von Ibuprofen-
Metaboliten und deren Bedeutung als Kontaminanten der aquatischen Umwelt. In:
Fachgruppe Wasserchemie in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (ed.), Vom Was-
ser Band 91. VCH, Weinheim, 291-304.

Ternes, T. A. (1998): Occurrence of drugs in German sewage treatment plants and rivers.
Wat. Res. 32 (11), 3245-3260

Ternes, T. A. (2000): Arzneimittelriickstande in deutschen Abwassern und Gewassern. WAP
(1), 12-18

Ternes, T. A. (2001): Vorkommen von Pharmaka in Gewéssern. Wasser & Boden 53 (4), 9-
14

Ternes, T. A., Meisenheimer, M., Brauch, H. J., Haist-Gulde, B., Sacher, F., Preul, G.,
Willme, U., Zullei-Seibert, N., Mc Dowell, D. (2002): Removal of pharmaceuticals dur-
ing drinking water treatment: A first approach. Environmental Science and Technol-
ogy 36 (17), 3855-3863

Ternes, T. A., Stiber, J., Herrmann, N., Mc Dowell, D., Ried, A., Kampmann, M., Teiser, B.
(2003a): Ozonation: a tool for removal of pharmaceuticals, contrast media and musk
fragrances from wastewater? Water Research 37 (7), 1976-1982

Ternes, T. A., Mc Dowell, D., Huber, M. M., von Gunten, U. (2003b): Abbau von Pharmaka
durch Ozonung: Identifizierung von Oxidationsnebenprodukten fir Carbamazepin und
diclofenac. In: POSEIDON Symposium. Presentation of Project Results. Assessment
of Technologies for the Removal of Pharmaceuticals and Personal Care Products in
Sewage and Drinking Water Facilities to Improve the Indirect Potable Water Reuse.
Braunschweig, 04.-05.11.2003. 57

Tixier, C., Singer, H. P., Oellers, S., Muller, S. R. (2003): Occurrence and fate of car-
bamazepine, clofibric acid, diclofenac, ibuprofen, ketoprofen, and naxoprofen in su-
face waters. Environmental Science and Technology 37 (6), 1061-1068

Todt, P. A., Sorkin, E. M. (1988): Diclofenac sodium - A reappraisal of its pharmacodynamic
and pharmacocinetic properties, and therapeutic efficancy. Drugs 35, 244-285

Umweltbundesamt. (2003): Umweltsicherheit von Arzneimitteln. In: Jahresbericht 2002. Ei-
genverlag, Berlin, 32-38.

Weber, L., Ternes, T. A., Janex-Habibi, M.-L., von Gunten, U. (2003): Entfernung von PPCPs
im Wasserwerk: Eine Bewertung der Aufbereitungsprozesse. In: POSEIDON Sympo-
sium. Presentation of Project Results. Assessment of Technologies for the Removal
of Pharmaceuticals and Personal Care Products in Sewage and Drinking Water Fa-
cilities to Improve the Indirect Potable Water Reuse. Braunschweig, 04.-05.11.2003.
59

Zwiener, C., Hesse, S., Frimmel, F. H. (1999): Beurteilung der biologischen Eliminierbarkeit
von Arzneimittelriickstanden in Wasser. In: Fachgruppe Wasserchemie in der Gesell-
schaft Deutscher Chemiker (ed.), Jahrestagung 1999. Kurzreferate und Teilnehmer-
verzeichnis. 59-61.



