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Kurzfassung

Kurzfassung

Der Eintrag von Arzneimittelwirkstoffen und deren Metaboliten Giber Abwasserreinigungsanlagen in die
Gewasser ist vielfach dokumentiert und kann neben einer Bedrohung des aquatischen Lebensraums
auch die Qualitat von Trinkwasser bei Gewinnung von Uferfiltraten beeintréachtigen. So sind in der Li-
teratur inzwischen Analysenverfahren und Expositionswerte fir ca. 200 Wirkstoffe zu finden. Erst seit
kurzem nimmt auch die Zahl der Veroffentlichungen zu Arzneimittelmetaboliten zu, nachdem erkannt
wurde, dass Metaboliten z.T. in héheren Konzentrationen als ihre Ausgangsverbindungen im Wasser
auftreten kénnen.

Zu Beginn des Projekts ,Arzneimittelwirkstoffe und deren Metaboliten: Belastungen des Wasserkreis-
laufs und Mdglichkeiten der Verminderung“ wurde eine Auswahl der in den verschiedenen Teilprojek-
ten zu bearbeitenden Einzelstoffe getroffen. Fir folgende Wirkstoffe und deren Metaboliten (Abkur-
zungen jeweils in Klammern) wurden Analysenverfahren etabliert:

Sulfamethoxazol (SMX) und N*-Acetylsulfamethoxazol (Ac-SMX); Primidon und 2-Phenyl-2-
ethylmalonamid (PEMA); Carbamazepin (CBZ), 10,11-Dihydro-10,11-epoxycarbamazepin (CBZ-
Epoxid) und 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin (CBZ-DiOH); Diclofenac (DCF) und 4-
Hydroxydiclofenac (Hydroxy-DCF); Ritalin und Ritalinsaure; Allopurinol und Oxipurinol.

Fur Ritalinsaure und Oxipurinol liegen bisher in der Literatur keine Angaben zum Vorkommen in der
Umwelt vor.

Zum besseren Verstandnis der Eliminationsprozesse wurde das Sorptions- und Abbauverhalten
der 0.g. Substanzen untersucht. In den Standardabbautests erfiillte keine der untersuchten Substan-
zen die Kriterien der leichten oder der potenziellen biologischen Abbaubarkeit. Hinweise auf eine teil-
weise Mineralisierung gab es bei Primidon, SMX und Ac-SMX. Unter umweltrelevanten Bedingungen
zeigten Simulationstests mit Laborklaranlagen, dass die Arzneimittel/-Metaboliten in unterschiedli-
chem Ausmal eliminiert werden. Dabei scheint die Eliminationsrate der einzelnen Substanzen in ers-
ter Linie von den Stoffeigenschaften bzw. den Substanzklassen abzuhangen, was der Vergleich der
gut abbaubaren Sulfonamide (SMX, Ac-SMX und Glu-SMX) bzw. der schlechten Elimination von Pri-
midon/PEMA zeigt. Ebenfalls ersichtlich wurde, dass die Metaboliten hinsichtlich ihrer Abbaubarkeit
keine deutliche Verbesserung im Vergleich zu den Muttersubstanzen zeigen, d.h. durch die Zunahme
der Polaritat wird keine signifikante Verbesserung der Abbaubarkeit induziert. Hinzu kommt, dass
beim biologischen Abbau manche Metaboliten (Ac-SMX, Glu-SMX) wieder zur Muttersubstanz zu-
rickgebildet werden.

Aus dem Vergleich der Standardtests mit den Laborklaranlagen wird deutlich, dass die Verwendung
von standardisierten Testverfahren zur Einschatzung des Abbaus von Spurenstoffen in Klaranlagen
eine grol3e Fehlermdglichkeit birgt und die Ergebnisse im Einzelfall unter umweltrelevanten Bedingun-
gen Uberprift werden missen. Deshalb wurde in diesem Projekt an einer Klaranlage eine Messkam-
pagne durchgefihrt, bei der Auftreten und Elimination der Arzneimittelwirkstoffe/-Metaboliten im Ver-
lauf der realen Klaranlage bestimmt wurde.

Die verkaufsstarken Arzneimittel wie Carbamazepin, Diclofenac und SMX sowie deren Metaboliten
zeigen Ablaufkonzentrationen im pg/l-Bereich. Primidon/PEMA und Ritalinsaure mit geringeren, ein-
stelligen Jahrestonnagen finden sich in Konzentrationen von 100-300 ng/l, wobei Ritalinsaure in Klar-
anlagen erstmalig nachgewiesen wurde. Generell lagen die Konzentrationen des jeweiligen Wirkstoffs
und seines humanen Metaboliten in der gleichen GréRenordnung. Die Eliminationsraten der einzelnen
Substanzen in der realen Klaranlage stehen in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der La-
borklaranlagen: guter Abbau der Sulfonamide SMX/Ac-SMX sowie schlechte Elimination von CBZ,
CBZ-DiOH, Primidon, PEMA, DCF, Hydroxy-DCF und Ritalinséure.
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Um im weiteren Verlauf des Wasserkreislaufs das Verhalten der Arzneimittelwirkstoffe/-Metaboliten im
Oberflachengewasser zu simulieren, wurde mit SMX/Ac-SMX und mit Primidon und PEMA der Was-
ser-Sedimenttest durchgefihrt. Wéhrend die gute Abbaubarkeit der Sulfonamide auch im Oberfla-
chengewasser bestatigt wurde, konnte bei Primidon und PEMA nur eine geringe Elimination, die im
Wesentlichen auf Sorption beruht, nachgewiesen werden. Damit sind Primidon und PEMA als ,vP*-
Stoffe im Sinne des Annex XllI der REACH-Verordnung einzustufen.

Das Transportverhalten der 0.g. Substanzen wéhrend der Bodenpassage wurde in Saulen- und Ly-
simeterexperimenten sowie an uferfiltratbeeinflussten Brunnen untersucht. Die Versuchsanséatze mit
ungesattigten Bodensaulen und wassergesattigten Aquifersadulen flhrten hinsichtlich des Rickhalte-
vermogens des Bodens zu weitestgehend vergleichbaren Ergebnissen. Hiernach wurde das Antibioti-
kum SMX im Boden nach einer mehrwochigen Adaptionsphase wahrscheinlich mikrobiell vollstandig
abgebaut. Ac-SMX wird vollstandig zuriickgehalten oder abgebaut. Dagegen ist das Rickhaltevermo-
gen des Bodens gegeniiber dem Antiepileptikum Primidon und seinem Metaboliten PEMA nach weni-
gen Monaten erschopft. Das Antiepileptikum Carbamazepin und sein Metabolit CBZ-Epoxid wurden in
den ungestdrten Boden- / Aquifersdulen sowie in den Lysimetern zum grof3ten Teil zuriickgehalten. In
einem Sé&ulenversuch wurde CBZ sogar vollstandig zuriickgehalten. Der Metabolit CBZ-DiOH war da-
gegen in den Bdden sehr mobil.

Die Ubertragbarkeit der in Saulen- und Lysimeterversuchen gewonnenen Ergebnisse wurde unter Be-
ricksichtigung standortspezifischer Eigenschaften an Brunnen mit relevantem Uferfiltratanteil Gber-
pruft. Die Stoffkonzentrationen der von Oberflaichenwasser beeinflussten Brunnen liegen weitgehend
in der GréRBenordnung der benachbarten FlieRgewdasser. Dies bedeutet, dass bei einer Flie3dauer von
etwa 30-200 Tagen keine wesentliche Elimination der untersuchten Stoffe im Untergrund stattfindet.
Da ohne weitere Trinkwasseraufbereitung ggf. auch mit entsprechenden Konzentrationen im Rein-
wasser zu rechnen ist, ist eine Kontamination des Trinkwassers mit Arzneimittelwirkstoffen und deren
Metaboliten nicht auszuschliel3en.

Der geringe Rickhalt des Bodens gegentiber den untersuchten Stoffen wahrend der Uferfiltratpassa-
ge (Oberflachengewasser-Brunnen) ist wahrscheinlich auf die lange Kontaktzeit des Bodens mit den
entsprechenden Substanzen zurtickzufihren. So liegen Arzneimittelwirkstoffe wie z.B. CBZ schon seit
Uber 40 Jahren in der Umwelt vor, d.h. die Sorptionsflachen im Boden sind Uber diesen langen Zeit-
raum aufgesattigt worden. Im Gegensatz dazu wird in S&ulenversuchen i.d.R. unbelasteter Boden
eingesetzt, der noch die vollen Sorptionseigenschaften besitzt.

Die Konzentrationen der Metaboliten in Klaranlagen, Oberflachengewéassern und im Uferfiltrat liegen
meist in der gleichen GroRenordnung wie die der Wirkstoffe selbst. Hinsichtlich des Auftretens, Ab-
baus und der Verteilung zeigen humane Arzneimittelmetaboliten ein ahnliches Verhalten wie die Arz-
neimittel selbst. Somit ist auch bei den Arzneimittelmetaboliten von einer eindeutigen Umweltexpositi-
on auszugehen. Wie hoch die Gefdhrdung der Umwelt durch die Arzneimittelmetaboliten ist, kann
aufgrund fehlender Daten zur Okotoxizitat nicht geklart werden.

Zur Ermittlung der Mikrobiologie des Abbaus von Sulfamethoxazol wurden zunéchst Eliminations-
raten realer Klaranlagen ausgewertet. Die Sorption von SMX an Belebtschlamm war mit 1 % sehr
niedrig. Die beobachtete SMX-Elimination ist also auf biologischen Abbau zuriickzufiihren. In einer
kommunalen zweistufigen Belebungsanlage (30-80% SMX-Elimination) war die SMX-Elimination nach
Ruckbildung des Humanmetaboliten Ac-SMX zur Muttersubstanz im Vergleich zu einer Membranbe-
lebungsanlage (40-100% SMX-Elimination) etwas geringer. Bei letzterer ist im Gegensatz zu konven-
tionellen Anlagen mit hohem Schlammalter auch die Aktivitat der Biozonose immer noch sehr hoch,
was eine effektivere SMX-Elimination erméglicht.

Belebtschlammversuche zur Anreicherung von SMX-abbauenden Mikroorganismen durch semikonti-
nuierliche Zugabe von SMX als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle oder als Cosubstrat zeigten,
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dass die Schlammbiozénosen SMX grundsatzlich als C- und N-Quelle fur ihr Wachstum nutzen kon-
nen. Dabei wird SMX — trotz einer z.T. 100 %igen Elimination - nicht vollstdndig mineralisiert. Es bildet
sich der Metabolit 3-Amino-5-methyl-isoxazol, der unter den hier untersuchten Umweltbedingungen
(Aerobie und Raumtemperatur) stabil zu sein scheint. Zusatzliche Abbauversuche mit einem Konsorti-
um SMX-abbauender Bakterienisolate aus der Anreicherungskultur des Batchversuchs bestétigen ei-
ne bakterielle SMX-Metabolisierung, die Nutzung von SMX als C-Quelle in Anwesenheit von Ammoni-
umnitrat als N-Quelle, die Nutzung von SMX als N-Quelle bei gleichzeitiger Verfiigharkeit von Acetat
sowie die Nutzung von SMX als einzige C- und N-Quelle. Weiter erfolgt eine schnellere SMX-
Elimination bei N-Mangel und gleichzeitiger Verfugbarkeit einer leicht abbaubaren C-Quelle zur Ener-
gieversorgung. Als fur den SMX-Abbau relevante Mikroorganismengruppen ergaben sich neben noch
zu identifizierenden Pilzen Vertreter aus den Bakteriengruppen Alpha- und Betaproteobacteria, Acti-
nobacteria sowie Chloroflexi. In den Gruppen der Alphaproteobacteria und Actinobacteria finden sich
stoffwechselflexible Bodenbakterien mit hohem Abbaupotential fur verschiedenste Kohlenstoffquellen.
Bakterien der Chloroflexi sind phototroph, nutzen also Licht als Energiequelle, und kdnnten daher fur
den SMX-Abbau in oberflachennahen Bodenschichten und Gewassern von Bedeutung sein.

Als mégliche Auswirkung auf die Umwelt ergibt sich, dass ein mikrobieller SMX-Abbau in organisch
belastetem Milieu mit verfligbaren Energiequellen effektiver sein sollte als in kohlenstoffarmer Umge-
bung. Energiemangel hingegen verzdgert die SMX-Elimination erheblich. Daher sind Nitrifikationsstu-
fen weniger effektiv als Hochlaststufen. Da SMX-Abbau insbesondere bei Mangel an Stickstoff gefor-
dert wird, ist er v.a. in anoxischen Bereichen mit Denitrifikation zu erwarten, z.B. in Klaranlagen oder
Bdden. Dabei sollte aufgrund der Verfiigbarkeit an C-Quellen der SMX-Abbau besser in Boden mit
hohem Gehalt an organischen Substanzen gelingen als in mineralischen Béden. Uberdiingte Boden
mit hohem N-Gehalt hingegen sollten dem SMX-Abbau eher entgegenstehen. Aufgrund langer Adap-
tionszeiten erscheint fur einen effektiven SMX-Abbau in Klaranlagen eine Erhéhung des Schlammal-
ters sinnvoll, allerdings nur dort, wo zusatzlich eine hohe Aktivitat der Biomasse gewahrleistet ist, z.B.
in Membranbelebungsanlagen. Die langen Adaptionszeiten erschweren den SMX-Abbau méglicher-
weise dort, wo stark schwankende Abwassermengen und/oder stark schwankende Arzneimittelkon-
zentrationen vorliegen, z.B. in Anlagen mit geringer Einwohnerzahl.

Die Plasmid-gebundenen SMX-Resistenzgene Sull-3 wurden in ersten Untersuchungen in Klaranla-
genkompartimenten und —ablaufen nachgewiesen. Zur realistischen Abschéatzung des Umweltrisikos
miissen Sul-Gene auch direkt im Faulschlamm und im Gewasser verlasslich nachgewiesen und quan-
tifiziert werden. Dies ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Fur das Teilprojekt ,Naturnahe Abwasserreinigungsverfahren“ wird auf den beiliegenden detaillier-
ten Abschlussbericht 2009 ,Naturnahe Verfahren der Biologischen Abwasserbehandlung — Abbau von
Arzneimitteln und Estrogenen in naturnahen Klaranlagen“ verwiesen. Da der Eintrag von Arzneimit-
telwirkstoffen in kleinen, naturnahen Klaranlagen sehr gro3en Schwankungen unterliegt, sind Unter-
suchungen mdglichst mit korrespondierenden Probennahmen durchzufiihren. Obwohl dies in man-
chen Fallen nicht méglich war, zeigen die Ergebnisse (Mediane) doch, dass Arzneimittelwirkstoffe in
naturnahen Abwasserreinigungsanlagen grundsatzlich zuriickgehalten bzw. eliminiert werden kénnen.
Da diese Anlagen aber groBen Schwankungen unterliegen, sind Zu- und Ablaufwerte in einer Gro-
Renordnung von zweistelligen pg/l-Werten keine Seltenheit.
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1 EinfGUhrung

1.1 Konzept und Projektziele

In den letzten 10 Jahren wurden am LfU verschiedene Projekte zum Auftreten und zur Wirkung von
Arzneimittelwirkstoffen in der aquatischen Umwelt durchgefiihrt. Die gewonnenen Daten und Erfah-
rungen wurden u.a. in bundesweit tatige Gremien wie z.B. den Bund/Lander-Ausschuss Chemikalien-
sicherheit (BLAC) eingebracht.

Auf Grund der Stoffvielfalt sowie der umfangreichen Fragestellungen haben mehrere Referate des LfU
im Jahr 2005 weitere Projekte zum Thema Arzneimittel vorgeschlagen, mit denen Wissensliicken in
folgenden Bereichen geschlossen werden sollen:

- Untersuchung bisher nicht betrachteter Arzneimittelwirkstoffe und v.a. Untersuchung von Metaboli-
ten im aquatischen System

- Verstandnis fur Eliminationsprozesse wie Sorption und Abbau
- Transportverhalten in oberirdischen Gewassern, in Sickerwasser und Grundwasser

Die einzelnen Projekte wurden schlief3lich in einem gemeinsamen Projekt ,,Arzneimittelwirkstoffe und
deren Metaboliten: Belastungen des Wasserkreislaufs und Mdglichkeiten der Verminderung“ zusam-
mengefasst.

Es wurden folgende Projektziele formuliert:

- Erarbeitung der erforderlichen Analysenverfahren fir ausgewéhlite Arzneimittelwirkstoffe und deren
Metaboliten

- Aufklarung des mikrobiellen Stoffumsatzes beim Abbau von Arzneimittelwirkstoffen

- Nachweis, Ausbreitung und Verbleib von Arzneimittelwirkstoffen und deren Metaboliten in Klaranla-
gen, Oberflachengewassern sowie Sicker- und Grundwasser

- Nachweis und Transport der Stoffe in der gesattigten und ungeséattigten Bodenzone

- Erarbeitung von Aussagen zu Eliminationsprozessen in Abwasserreinigungsanlagen und Gewas-
sern (Untersuchungen mit Schwerpunkt auf naturnahe Abwasserreinigungsverfahren sind in einem
gesonderten Bericht zusammengestellt)

Durch ein besseres Verstandnis des stofflichen Verhaltens von Arzneimittelwirkstoffen und deren Me-
taboliten sollen notwendige und/oder erforderliche Handlungsoptionen in den Bereichen Abwasser-
entsorgung, Wasserversorgung sowie im Bereich der Gewasserdkologie aufgezeigt werden.

Eine Zusammenarbeit mit externen Partnern (Universitaten) war ausdriicklich erwtinscht und wurde
durch Kooperation mit zwei Lehrstihlen der TU Minchen realisiert.

1.2 Projektverlauf und Projektbeteiligte

Das Projekt ,,Arzneimittelwirkstoffe und deren Metaboliten: Belastungen des Wasserkreislaufs und
Maoglichkeiten der Verminderung“ wurde im September 2006 vom Bayerischen Staatsministerium fur
Umwelt und Gesundheit fir den Zeitraum 01.10.2006 bis 31.12.2009 genehmigt.
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Fur das Teilprojekt ,Naturnahe Abwasserreinigungsverfahren“ wurde mit der TU Miinchen, Limnologi-
sche Station Iffeldorf, Prof. Dr. A. Melzer, ein Werkvertrag abgeschlossen.

Fur das Teilprojekt zum mikrobiellen Stoffumsatz wurde mit der TU Minchen, Institut fir Siedlungs-
wasserwirtschaft, Prof. Dr. H. Horn, ein Werkvertrag abgeschlossen.

Am Projekt waren folgende Referate und Mitarbeiter des LfU sowie externe Partner beteiligt:

Referat 75: Dr. Manfred Sengl (Gesamtleitung), Adriana Ripperger und Stefanie Melzer (Projektper-
sonal), Walter Schif3ler, Nicole Gréger

Referat 67: Elke Zahner-Meike, Claudia Koschi — TU Miinchen, Limnologische Station Iffeldorf: Danie-
la Thiele (Projektpersonal, Doktorandin), Dr. Uta Raeder — StMUG: Dr. Tanja Gschl6RI (Beratung)

Referat 76: Dr. Marion Letzel (Projektpersonal), Dr. Michael Gierig, Elfriede Grill, Dietmar Leppert,
Friedrich Rehberger, Ursula Rexer, Luise Wolfle, Dr. Klaus Weifl3 (Projektpersonal)

Referat 77: Dr. Hilde Lemmer, Monika Hanf — TU Minchen, Institut fur Siedlungswasserwirtschaft: Dr.
Elisabeth Muller (Projektpersonal), Diplomanden Andreas Arbeiter, Julia Vierheilig, Tina Reutelshofer
sowie Clemens Schmied.
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2 Stoffauswahl und Analytik

2.1 Arzneimittelwirkstoffe und deren Metaboliten

Derzeit sind in der Literatur fir rund 200 Arzneimittelwirkstoffe Analysenverfahren und Messergebnis-
se in Umweltproben verfiigbar. Nur in den wenigsten Fallen sind die jeweiligen Metaboliten identifiziert
und mit untersucht worden. Allerdings kann fiir die letzten beiden Jahre ein verstarktes Interesse ver-
schiedener Arbeitsgruppen fur die Metaboliten-Thematik festgestellt werden, so dass die Zahl ent-
sprechender Verdffentlichungen aktuell deutlich ansteigt (Celiz et al., 2009).

Unter Metaboliten versteht man die Zwischen- bzw. Umwandlungsprodukte in Stoffwechselvorgangen.
Metaboliten von Arzneimittelwirkstoffen kbnnen

- im menschlichen Kdrper und/oder
- in der Umwelt

entstehen. Im Einzelfall kann der im menschlichen Kdrper entstandene Metabolit die eigentlich phar-
makologisch wirksame Komponente darstellen. Im menschlichen Kérper werden zur leichteren (insbe-
sondere renalen) Ausscheidung Metaboliten mit polaren Gruppen verbunden (z.B. Bildung von Glucu-
roniden, Sulfaten). Diese Gruppen kdnnen spater im Abwasser oder wahrend des Klarprozesses ver-
gleichsweise leicht wieder abgespalten werden.

Metaboliten sind in der Regel deutlich polarer als die Ausgangsverbindungen und damit analytisch
schwerer fassbar. Auf der anderen Seite sind nur relativ wenige Metaboliten als Vergleichssubstanzen
kommerziell verfigbar, so dass haufig keine Analytik aufgebaut werden kann. Es besteht die Mdglich-
keit, derartige Substanzen in Syntheselabors herstellen zu lassen, aber dies ist mit hohen Kosten ver-
bunden. Im Einzelfall kbnnen Metaboliten tber die Herstellerfirmen der entsprechenden Wirkstoffe er-
halten werden.

Fur das Projekt sollten Arzneimittelwirkstoffe ausgewahlt werden, deren Metaboliten — zumindest teil-
weise — bekannt und auch verfiigbar sind. Zu diesem Zweck wurde zunéchst eine ausfihrliche Litera-
turrecherche durchgefinhrt.

Der Ausgangspunkt fur die Untersuchung von Arzneimittelwirkstoffen in der Umwelt in Deutschland
waren zuféllige Befunde von Clofibrinsaure, des Hauptmetaboliten des Lipidsenkers Clofibrat in Ber-
liner Wassern (Stan und Linkerhagner, 1992). Da Clofibrat inzwischen von anderen lipidsenkenden
Wirkstoffen abgeldst worden ist, wurde Clofibrinséaure nicht in die Untersuchungen aufgenommen.

Als einer der ersten Arzneimittelmetaboliten wurde Hydroxyibuprofen als Hauptabbauprodukt des
Schmerzmittels Ibuprofen beschrieben (Stumpf et al., 1998). Eine Vergleichssubstanz ist dafiir aber
nicht verfugbar.

Das in Oberflachengewdassern, aber auch im Trinkwasser nachgewiesene Antibiotikum Sulfametho-
xazol (SMX) wird vorwiegend als N*-Acetylsulfamethoxazol oder als Sulfamethoxazol-N*-
Glucuronid ausgeschieden. N*-Acetylsulfamethoxazol ist als Vergleichssubstanz verfiugbar, das Glu-
curonid wurde im Rahmen einer Kooperation in der Universitat Stuttgart hergestellt.

Das Antiepileptikum Carbamazepin wird primar in das pharmakologisch wirksame 10,11-Dihydro-
10,11-epoxycarbamazepin umgewandelt. In der aquatischen Umwelt wurde ein durchschnittliches
Verhaltnis von Ausgangsstoff zu Metabolit von 6:1 festgestellt (LfW, 2004a). In anderen Untersuchun-
gen wurde gezeigt, dass als Hauptmetabolit 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin entsteht,
der in Wasserproben in héheren Konzentrationen als Carbamazepin selbst gefunden wird. Daneben
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wurden auch die Metaboliten 2-Hydroxycarbamazepin, 3-Hydroxycarbamazepin sowie in Spuren
10-Hydroxycarbamazepin in Klaranlagenablaufen identifiziert (Miao und Metcalfe, 2003). 10,11-
Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin wurde als Vergleichssubstanz freundlicherweise vom Her-
steller (Novartis Basel) zur Verfiigung gestellt.

Das weit verbreitete Schmerzmittel Diclofenac wird nur zu 10-20% unverandert, aber zu ca. 50% in
Form des Hauptmetaboliten 4"-Hydroxydiclofenac ausgeschieden. Als weitere Metaboliten wurden
5-Hydroxy-, 4,5-Dihydroxy-, 3-Hydroxy- und 3-Hydroxy-4"-methoxydiclofenac identifiziert (Pérez
und Barceld, 2008). 4-Hydroxydiclofenac ist als Vergleichssubstanz in geringen Mengen verfugbar.
Stilten et al. (2008) fanden als weiteren Metaboliten 4”-Hydroxydiclofenac-dehydrat in Klaranla-
genablaufen.

Das als Gichtmittel eingesetzte Allopurinol wird nach oraler Applikation zu ca. 90 % resorbiert und
rasch zu Oxipurinol als pharmakologisch wirksame Komponente oxidiert. Bisher sind keine Daten zu
Oxipurinol in der Umwelt verfugbar. Beide Substanzen sind im Chemikalienhandel erhaltlich.

Das Antiepileptikum Primidon wird in der Leber zum ebenfalls pharmakologisch wirksamen Metaboli-
ten Phenobarbital und zu 2-Phenyl-2-ethylmalonamid (PEMA) umgewandelt. Hummel et al. (2006)
konnten Primidon in Klaranlagenablaufen, Oberflachengewéssern und Trinkwassern nachweisen,
wahrend zum Metabolilten PEMA keine Daten vorliegen. Die jeweiligen Vergleichssubstanzen sind
verflugbar.

Die hydroxylierten Metaboliten des Lipidsenkers Atorvastatin (o-Hydroxy- bzw. p-Hydroxy-
Atorvastatin) wurden in den USA in Klaranlagenzuldufen nachgewiesen (Vanderford und Snyder,
2006). Die Metaboliten sind als Vergleichssubstanzen nicht verflgbar.

Das Psychopharmakum Fluoxetin wird im Urin anteilig als Norfluoxetin ausgeschieden und konnte
in Klaranlagenzuldaufen sowie —abl&dufen im unteren ng/I-Bereich nachgewiesen werden (Lajeunesse
et al., 2008). Die Vergleichssubstanz war zu Beginn des Projektzeitraums nicht verflgbar.

Hinweise auf relevante Metaboliten kdnnen ggf. auch aus Abbautests wie z.B. dem Zahn-Wellenstest
erhalten werden. Wenn bei den Abbautests die eingesetzten Substanzen nach Primarabbau bzw. wei-
terem biologischen Abbau in stabile Metaboliten umgewandelt werden, ist es im Einzelfall méglich,
diese Metaboliten zu identifizieren und auf ihre Relevanz z.B. in Klaranlagenabldufen zu Gberprifen.
Am Universitatsklinikum Freiburg (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Kimmerer) wurde z.B. ein stabiler Metabolit
des Calciumantagonisten Verapamil aus dem Zahn-Wellenstestansatz isoliert und seine Struktur auf-
geklart. Auch eigene Ergebnisse des Zahn-Wellenstests zum Betarezeptorenblocker Sotalol sowie
zum Antibiotikum Sulfamethoxazol deuten auf einen oder mehrere stabile Metaboliten hin (zum Sul-
famethoxazolmetaboliten s. Kap. 3).

Fur das Projekt wurden in den Jahren 2007-2009 folgende Arzneimittelwirkstoffe sowie deren Metabo-
liten zur Bearbeitung in den Teilprojekten ausgewahilt:

- Sulfamethoxazol

- Primidon

- Allopurinol

- Diclofenac

- Carbamazepin
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- Ritalin

Wegen des hohen zeitlichen Aufwands der jeweiligen Untersuchungen konnten nicht in allen Teilpro-
jekten alle Substanzen dieser Liste betrachtet werden. Im Teilprojekt ,Eliminationsprozesse* wurde
deshalb 2007/08 das Hauptaugenmerk auf das Antibiotikum Sulfamethoxazol und seine humanen Me-
taboliten, in den Jahren 2008/09 auf Primidon und Ritalin gelegt. Im Teilprojekt ,Mikrobiologie* wurde
nur Sulfamethoxazol, seine Humanmetaboliten sowie mikrobiell entstandene Transformationsprodukte
untersucht.

2.2 Analytik

Fur dieses Projekt wurden die Analysen mit einem Quadrupol-MS/MS-Gerat (4000 QTrap, Applied
Biosystems) nach hochdruckflissigchromatographischer Trennung (HPLC-Anlage Fa. Jasco) durch-
gefuhrt. Nachdem dieses Geréat deutlich empfindlicher ist als die bislang eingesetzten Analysengeréate,
konnte bei der Probenvorbereitung mit kleineren Anreicherungsfaktoren (z.B. 100 statt 1000) gearbei-
tet, beziehungsweise bei Vorliegen héherer Stoffkonzentrationen auf eine Anreicherung ganz verzich-
tet werden. So wurden Abwasser mittels direkter Injektion der wassrigen Probe nach Ultrazentrifugati-
on der Probe analysiert, wahrend schwach belastete Proben wie Uferfiltrate und FlieRgewésser mit
einer 50-fachen Anreicherung bearbeitet wurden.

Bei einem grofRen Teil der Proben konnte gemaf3 den strengen Vorgaben der Richtlinie 96/23/EG (Eu-
ropaische Union, 1996) quantifiziert werden. Diese EG-Richtlinie beschreibt Anforderungen an die
massenspektrometrischen Verfahren fir bestimmte Riickstande in lebenden Tieren und tierischen Er-
zeugnissen, die jedoch auch auf andere LC-MS/MS-Untersuchungen tbertragen werden kénnen. Die
wesentlichen Kriterien dieser Richtinie sind:

- fir den positiven Nachweis von organischen Kontaminanten werden bei der Verwendung von niedrig
auflosenden Massenspektrometern (LC-LRMS = liquid chromatography-low resolution mass spectro-
meter) vier sogenannte Identifizierungspunkte gefordert. Man erreicht dieses Kriterium mit der Mes-
sung eines Vorlaufer-lons und zwei Tochter-lonen, fiir die weitere Bedingungen erfillt sein missen.

- die zulassigen Hochsttoleranzen der relativen lonenintensitaten der Tochter-lonen von Standard und
Probe liegen bei + 20 %. Die Toleranz bei den Retentionszeiten der Analyten zwischen Kalibrierlésung
und Probe liegt bei + 2,5 %.

Probenvorbereitung

Bei Uferfiltraten und Oberflachengewassern wurden von jeder Probe zwei Anreicherungen mit jeweils
50 ml durchgefiihrt. Bei Klaranlagenablaufen wurde nach Ultrazentrifugation (20.000 U/min, 5 min)
1 ml Probe ohne Anreicherung zur Messung gebracht.

Filtration: bei Bedarf Uiber Glasfaserfilter = GF 6

Salzzugabe nur bei zu extrahierenden Proben: 1 % (Gew.) NaCl p.a., durch Gliihen bei 450 °C gerei-
nigt.

Interne Standards: Zugabe von Carbamazepin-d,g, Sulfamethoxazol-"*Cg, Sotalol-dg, Metoprolol-d;,
Atenolol-d,g, Diclofenac-d4, und Primidon-ds, so dass eine Konzentration von jeweils 1 pg/l je
Standardsubstanz in der Wasserprobe vorliegt.

Zur Uberprufung des Verhaltens der Analyten in komplexen Proben wie Klaranlagenzulaufen wurde
auf Grund des hohen Aufwands vereinzelt das Standard-Additionsverfahren durchgefihrt.
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Festphase: SPE Column Chromabond Easy, Polypropylen, Korngréf3e 20um, 200 mg, 6 ml, Mache-
rey-Nagel, Veygaxion =3 ml/min. Nach der Extraktion wird die Festphasenkartusche mit N, bis zur Ge-

wichtskonstanz getrocknet.

Quantifier-Masse

Teilchromatogramme
Arzneimittelwirkstoffe im Klaranlagenzulauf Weilheim

Qualifier-Masse

IWM‘ME SnpelD™ Fie'Dralz 81165 KA Z2I0BVifl
Reck N " Catenawpin - Mss(es): 237019410 i
Qe AT Carbamazepin 1

SmpleNe"Az 8 SnpelD” Fle ' DitoAz B1L655 KA ZITRWT
RN Catenazepn2 Mess(ey: "23/01B10¢
Qrmet™ Ardaion™

Carbamazepin 2

Smlelmec 1B _ smlelmec 18 _
SmeTE  Ukom SmeTE  Ukom
Grestraior  NA z 0= Grestraior  NA z 2
GlolaelGre T8 rgm ~ ] GlaigelGre 20 g~
Aqg Dte 2210 200 Aq Dte 2210 200 ®
Ag e R 128 Ag e LR
B B
M fiet 108| M fiet
Roc. Agmmnman@m QI Roc. Agmnmmdn@m QI
Nin Rek Higt: — e Nin' Resk Higit: -
\n Rdcin 00 & = \n Recin 00 & =
SuthrgWah 9 pints < goyl SuthrgWah 9 pints <
R Wi 00 s s R Wi 0 s B%
Beected RE 163 nin a0 i Bected RE 163 nin
Ue Riaive RT N o “ Ue Riaive RT N o
20 I
In. Type \dley ° “ Int. Type: \dley ° |
RtetimTre 163 nn nn I\ L | RtetimTre 163 nn *J
Ae 1aems s @ Ae 3T s @
¢ 2 4 6 8 D 2 B B B D 2 A B B A 2 4 6 8 D 2 U B B D 2 A B B
Higt L5l g5 Ten Higt 36004 o5 Tenn
SpeNne Az &8 SnpeD™ He 'Diiaz 8160 KA 20 Snpeine Az 68 SnpelD” e Doz BILGE KAZIRAT
RekNne"SUKT' Mes(ey: ZA06101 kNN 'SV Mesey: 40210
Qrmet™ Ardaion™ Qrmet™ Ardaion ™
smleimkc 18 _ smleimx B _
smeTE  Ulkom SmeTE  Ukom
Qroatraion  NA = o Qroatraion  NA 2 o
Glaiaed Qe N Inaogt - Gladaed Gre: N Irtacet - &
Ag Dte  R1020 ® Ag Dte  R102W ®
g e LB g e LB
El El A«
M fi et M fi et ~
e ithm IrtotiQen- 1GMI @ Sulfamethoxazol 1 |5a fgim mdliam- 1@ne Sulfamethoxazol 2
Nin Rek Higt: 000 os - Nin Rek Higt: Q00 o» -
Nin Resk Weth 000 s - Nin Resk Weth Q0 sec -
Suthing Weth 9 s < Suthing Weth 9 pits <
00 s 00 s
Bpected RT 126 mn Bpected RT 26 mn
Ue Ridive R - Ue Ridive R o
In. e Vley o in Viley °
ReatinTine 126 mn RtetimTre 126 nn ol A
Aea 43006 s ¥ Aea carts
2 4 6 8 D 2 ¥ B B D 2 A B B 2 4 6 8 L 2 B B B D 2 A B B
Higt 3000 oB Tnenin Higt Tnenin
SmpeNeAZES SnpeD”_Re i DI, KAZOBAT
RekNne MITIOd T (e 2B 2B101
Qomet ™ Ardaion ™
Sleinkec 18 _
smeTE  Ulkom
Qroatraior  NA = B o
Glalael@rc 670 g ~
Aq Dte 210 209
Ao Tine an ) Ao Tine R
El ' E}
M fiet M fiet
Roc Ag:rlthnlnd\lQm IQ\H"’ ‘ Metoprolol 1 Roc Agmrmlmaan Q1 o MeumlOl 2
Nin Rek Higt: 000 Nin Rek Higt: Q00 - |
Nin Reek Wetht a0 E - Nin Reek Wetht o ﬂ: - I
SwhngWeh 9 parts < g SwhngWeh 9 pirts < |
R Whdow N0 s R Whdow N0 s
Epected AT 120 rin 1 Epected AT 120 rin ns
UeRidie R N - ‘ UeRidie R N oy ‘ ‘1‘
In. e N © ‘ In. e \dley ° “ I
RtetimTre 120 nn L,‘, A |RietioTe 20 n I Arn
o ans @ e G oarts @
24 6 8 D 2 W b B D 2 X B B 2 4 6 8 D 2 U B B D 2 A B B
Higt 3R g5 Tnenn Higt 55004 o5 Tenn
SpeNne Az &8 SnpeD™ He 'Diaz BI85 KA 2100 SapeNne Az &8 SnpeD™ Fie 'Diaz 810 KA 21000l
RekNne Tderec T Mis(e 26021500 RekNne Tderec? Mis(e 2607000
Sayle Indec 18 _ Sayle Indec 18 _
sWeTE  Ulom sWeTE  Ulkom
Greatraior  NA Z 70 = Groeatraior  NA = =
Gladaed Qo 4710 g~ Gladaed Qo 480 g~
Ag Dte  R1020 P Ag Dte  R102W ®
Aq e LB Diclof 1 Aq e LB Diclof 2
> IClofenac >
\wifiat 504 \wifiat a0 IClotenac
Roc Ag:rlthnlnd\lQm IQ\H"’ Rm Ag:rlthnlr[d\lQm IQ\\""
Nin Rek Hidt: 000 Reek Hi gt a04]
Nin Reek Weth a0 E - Mn Reek Wit ﬂCO E: -
SothingWih 9 mits < 304 SothingWih 9 mins <
R Whdow 00 sec R Whdow D0 sec 2084
Bected RE 195 nn 204 Bected RE 195 mn
Ue Riaive R N P 104 Ue Riaive R N o 104
In. Tpe \dley - In. Tpe \eley o um
ReationTine 195 mn ! ReationTine 195 mn 00— e
e B outs @ T T | g 57105 carts @
2 4 6 8 n » u B B 2 2 2 5 B 2 4 6 8 0 r u B B 2 2 2 5 B
Higt 7.16e004 o Jnenin Higt 53004 gB Thenin
SnpeNe AzE3_SnpelD” ﬁemaqzmmzmpm SmpeNe Az 88 SnpelD” Fle Dz BI85 KAZITRW
RekNne MIQIUG 7T’ My, 75212321 RekNne MIQIOG 72" My 752105101
Qrmet™ Ardaion™ Qrmet™ Ardgo™
Smlelmbc 1B _ Smlelmbc B _
Saple Ukom Saple Type Uikom
Gratraior  NA E Gratraior  NA > b
GloaigelGre 180 g~ GlaigelGre 180 g~
Aq Dte B0 ® Aq Dte  B1020
o e Q@ i Metoprolol-7d 1 o e Q@ i Metoprolol-7d 2
M fi et i M fi et L i
tadf Ammmlndh@m i interner Standard tadf Ammmlndh@m i interner Standard
Nin Rek Higt: Q.00 Nin Reek Hi gt
Nin Reek Wetho o 5!: - Nin Reek Wetho C\G) ﬂ -
SothingWah 9 pints < SothingWah 9 pints <
RT Wb 0 s R 0 s
Bqected R 119 mn ed R 19 mn
UeRidive R N ° UeRidive R N -
%
|
In. e ley ° in B 18510}
RtetionTire 120 nn A ~ RtetionTre 120 nn ol e lm._W/NW"\w‘L
Ae 3 ars A ars
2 4 6 8 D 2 B b B D 2 A B B 2 4 6 8 D 2 U B B D 2 A B B
Higt 3T o Tenn Higt 2182004 g e

Abb. 1: LC-MS/MS-Beispielchromatogramme fiir ausgewahlte Arzneimittelwirkstoffe
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Fur die Elution der verschiedenen Stoffgruppen wurden zwei Elutionsverfahren entwickelt. Die Elution
erfolgte bei Normaldruck.

Methode 1 - Neutrale Elution: 4 ml Acetonitril (Lichrosolv, Merck), 2 x 4 ml Methanol (HPLC, Baker)

Vorteile der Methode 1: Allgemein bessere Ausbeute fir Antibiotikawirkstoffe, wesentlich bessere
Ausbeuten des sdureempfindlichen Erythromycins (schnelle Metabolisierung bei pH < 7).

Methode 2 - Saure Elution: 4 ml Acetonitril, 2 x 4 ml Methanol (HPLC, Baker, 1,5 % Essigsaure)
Vorteil der Methode 2: Deutlich bessere Ausbeuten fir die Gruppe der Betablockerwirkstoffe.

Trocknung der Eluate im N,-Strom.

Nach Aufnahme in 1,5 ml Vials mit Methanol / Wasser (10 / 90) wurden die Extrakte zur Messung ge-
bracht.

Messverfahren

Das LC-MS-System wurde mit folgenden Grundeinstellungen betrieben.

— Automatischer Probengeber X-LC 3059AS: Injektionsvolumen =5 — 100 pl
— Saulenofen X-LC-3067CO: Ofentemperatur = 30 C°

— Pumpe PU-2085: Niederdruck-System, Flussrate 0,3 ml/min

— UV Detektor: Wellenlange = 280 nm

Die LC-Bedingungen werden beispielhaft fiir die Ubersichtsmethode zur Bestimmung von Arzneimit-
telwirkstoffen gezeigt und waren wie folgt:

Lésungsmittel A: Methanol + 0,05 % Ameisensaure, Losungsmittel B: Wasser + 0,05 % Ameisenséaure

Druckeinstellungen: Min (MPa) = 2,00, Max (MPa): 40,00

Tab. 1: Gradientenprogramm fiir die Bestimmung von Arzneimittelwirkstoffen mit analytischer Sédule Phenome-
nex Synergi Polar Plus 4 pm

Zeit (min) Flussrate (ml/min) Lésungsmittel A Lésungsmittel B
(%) (%)
0,00 0,300 10 90
18,00 0,300 90 10
23,00 0,300 90 10
24,00 0,300 10 90

Vorséaulen: Phenomenex Polar-RP, Saulendimension 4 x 2 mm, PartikelgroRe 4 um
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Analytische Saule: Phenomenex Synergi Polar Plus, Sdulendimension 150 x 2 mm, Partikelgro3e
4 pm.

Gesamtlaufzeit (min): 30

Abb. 1 zeigt beispielhaft Teilchromatogramme der Quantifier- und der Qualifier-Massen eines Arznei-
mittelstandards, aufgenommen mit LC-MS/MS.

Die lonisation erfolgte mit der sog. Elektrospray-lonisation im Positiv-Modus, in wenigen Fallen war
eine Messung im Negativ-Modus erforderlich.

Bei direkter Injektion von Wasserproben wurden Bestimmungsgrenzen von 50 ng/l, bei einer 50-
fachen Anreicherung von 2-5 ng/l erreicht (Bestimmungsgrenze nicht statistisch ermittelt, sondern
kleinste Kalibrierkonzentration angegeben).

2.3 Storungen bei der Analytik von Oxipurinol

Fir die Bestimmung von Oxipurinol kénnen bei der LC-MS/MS die Masseniibergange 151 — 108 und
151 — 42 herangezogen werden. Das Verhaltnis der Tochtermassen 108 und 42 betragt fir Oxypuri-
nol ca. 1:4.

maogliche Fragmentierungen .
Oxipurinol Xanthin

— TT A
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i

\
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Abb. 2: Vorschlag fur die Fragmentierung von Oxipurinol und Xanthin

Waéhrend bei der Kalibrierung keine Probleme festgestellt wurden, ergaben Messungen in realen Pro-
ben stark schwankende Verhdaltnisse der beiden Tochtermassen, die nur durch eine weitere Kompo-
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nente mit gleichen Massenubergangen bei gleicher Retentionszeit hervorgerufen werden konnte. Da
die beiden Tochtermassen vergleichsweise klein sind, ist die Wahrscheinlichkeit einer Stérung durch
chemisch ahnliche Verbindungen relativ hoch.

Eine Recherche mdéglicher Stérverbindungen ergab einen Hinweis auf die Substanz Xanthin. Xanthin
ist ein Abbauprodukt des Coffeins (zweifache Methylabspaltung), das in grof3en Mengen in die Klar-
anlagen eingetragen wird und dort zu ca. 99 % in der biologischen Reinigungsstufe eliminiert wird. Die
LC-MS/MS-Analyse ergab unter den fir Oxipurinol gewahlten Bedingungen identische Retentionszei-
ten und das Auftreten der gleichen Tochtermassen — diese allerdings in einem Verhaltnis der Massen
108 und 42 von ca. 4:1 (s. Abb. 2). Dieses gegeniiber Oxipurinol umgekehrte Massenverhaltnis erklart
die stark schwankenden und daher schwer interpretierbaren Verhaltnisse in realen Abwasser- und
Oberflachenwasserproben.

Um Oxipurinol eindeutig identifizieren zu kdnnen, wurden verschiedenste Trennséulen getestet, die
laut Herstellerangaben fiir die Trennung sehr polarer Verbindungen besonders geeignet sein sollen.
SchlieRlich konnte mit einer Séule der Fa. Macherey-Nagel (EC 250 x 2 mm Nucleodur C18 ISIS, Par-
tikelgrof3e 3 um) bei einer Flussrate von 0,2 ml/min eine Basislinientrennung erreicht werden

(s. Abb. 3).

Oxipurinol Xanthin
Quantifier Quialifier Quantifier

I S A I

Qualifier

miz = 151 ol miz=151
> 108 Y

m/z =151 m m/z =151
> 42 = > 108

J‘ ‘ nn - % N M ‘fw %g ° ﬂ{MM: o * :

Abb. 3: Trennung von Oxipurinol und Xanthin

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen stellte sich heraus, dass Oxipurinol in realen Wassern nicht
stabil ist, sondern weiter metabolisiert wird. Dagegen ist Oxipurinol in wéssrigen Standardlésungen,

die in entionisiertem Wasser hergestellt werden, stabil. Dies weist auf einen biologischen Abbau von
Oxipurinol hin. Es ist daher zwingend erforderlich, Proben méglichst schnell nach der Probennahme
zu messen, bzw. — wie fir den Abbautest in Laborklaranlagen durchgefiihrt — sofort einzufrieren und
nach dem Wiederauftauen umgehend zu bearbeiten.
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Mehrfachmessungen von Uferfiltratproben im Abstand von mehreren Tagen flhrten neben abneh-
menden Massensignalen wiederum zu veranderten Verhaltnissen der Tochtermassen. Dies kann nur
durch die Anwesenheit mindestens einer weiteren Verbindung erklart werden, die unter den jetzt ge-
wahlten Bedingungen chromatographisch nicht von Oxipurinol abtrennbar ist. Eine Identifizierung die-
ser Storsubstanz/en war bisher nicht moglich.

Wahrend das Auftreten von Oxipurinol in Uferfiltraten qualitativ gemaf Richtlinie 96/23/EG (Européi-
sche Union 2006) bestétigt werden konnte, war eine sichere Quantifizierung dort nicht moglich. Aus
diesem Grund sind im Kapitel 3.2.3.2 keine Oxipurinol-Daten angegeben. Da bei den Proben aus dem
Abbautest in Laborklaranlagen und im Zahn-Wellenstest die Stérsubstanz/en nicht auftraten, konnte
hier eine Quantifizierung erfolgen. Dagegen wurde auf die Messung von Oxipurinol in realen Abwés-
sern und Oberflachenwassern verzichtet.
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3 Okochemisches Verhalten
3.1 Stoffdaten der ausgewahlten Substanzen
3.1.1 Carbamazepin

Anwendung und Eintrag in die Umwelt

Carbamazepin (CBZ) ist das am meisten verordnete Antiepileptikum in Deutschland. Im Jahr 2001
entfielen ca. 40 % der verordneten Tagesdosen aller Antiepileptika auf Carbamazepin; insgesamt be-
trug die Verbrauchsmenge 87 t/a in Deutschland.

In der Literatur sind 39 humane Metaboliten von Carbamazepin beschrieben (Miao et al., 2005). In der
Leber wird der Wirkstoff Uberwiegend zum pharmakologisch aktiven Epoxid oxidiert, welches dann zu
inaktiven Verbindungen, hauptsachlich zu Dihydroxy-Derivaten und Glucuroniden metabolisiert wird
(Abb. 4).

o HO OH
- .
A N Mg
HN o HZA/K o Hy o)
hamazeni 10,11-Dihydro-10,11-epoxy- 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-
car n Carbamazepin Carbamazepin

Abb. 4: Humaner Metabolismus von Carbamazepin

In geringerem Umfang wird die Transformation zu 2- oder 3-Hydroxycarbamazepin sowie die Oxidati-
on zum 10,11-Dihydro-10-Hydroxycarbamazepin beobachtet (Miao et al., 2005).

In der Pharmakokinetik wird die Bioverflgbarkeit von Carbamazepin mit 70 bis 80 % angegeben. Dies
bedeutet, dass 70 bis 80 % des Pharmakons unverandert oder als Metabolit aus seiner Arzneiform
freigesetzt, resorbiert und letztendlich am Wirkort verfigbar werden. Der Rest von 20 bis 30 % wird
unverandert mit den Fazes ausgeschieden, nur 2 bis 3 % kénnen unverandert im Urin detektiert wer-
den (Mersmann, 2003). Bernus et al. (1995) untersuchten den humanen Metabolismus von Carbama-
zepin bei Schwangeren und detektierten im Urin von der eingesetzten Menge 0,5 % als unverdnderten
Wirkstoff Carbamazepin (CBZ), 2,1 % als 10,11-Dihydro-10,11-Epoxy-Carbamazepin (CBZ-Epoxid),
34,6 % als 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin (CBZ-DiOH), 2,3 % als 2-Hydroxycarbama-
zepin (CBZ-20H) und 3,7 % als 3-Hydroxycarbamazepin (CBZ-30H).

Wie andere Humanpharmaka auch gelangen Carbamazepin und dessen humane Metaboliten nach
der Anwendung tber kommunale Klaranlagen punktuell in das aquatische System. Wahrend Carba-
mazepin regelmafig im Zu- und Ablauf von deutschen Klaranlagen mit typischen Konzentrationen von
1-2 pg/l gemessen wird (Ternes, 1998; Heberer et al., 2002; Ternes et al., 2003; LfW, 2004a; Zuehlke
et al., 2004; Feldmann, 2005; During et al., 2006; LfU, 2008), existieren zu den Metaboliten nur weni-
ge Messwerte. Sie sind in Tab. 2 aufgefiuhrt.
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Tab. 2: Konzentration von Carbamazepin und den humanen Metaboliten im Klaranlagenzu- und ablauf in ng/l
(24h-Mischprobe, nicht korrespondierend, aus Miao et al., 2005)

Probe CBZ CBZ-DiOH CBZ-Epoxid CBZ-20H CBZz-30H CBZ-100H
[ng/l] [ng/l] [ng/l] [ng/l] [ng/l] [ng/l]

Zulauf 356 1001 39 59 55 22

Ablauf 251 1081 19 70 69 33

Im Zu- und Ablauf der Klaranlage wurden alle aufgefihrten Metaboliten nachgewiesen. Neben der
Wirksubstanz CBZ féllt besonders das Diol mit einer 2-4fach héheren Konzentration auf, welches
auch in weiteren Klaranlagenzu- und -ablaufen nachgewiesen wurde (Miao und Metcalfe 2003; Hum-
mel et al., 2006; LfU, 2009).

Mit Ausnahme des Epoxids (Miao et al., 2005; Gomez et al., 2007) wurde kein Abbau der Metaboliten
beobachtet. Oft ist sogar eine leichte Erhdhung der Konzentration im Klarverlauf zu erkennen, was auf
eine mogliche Dekonjugation von glucuronierten Metaboliten zuriickgefuhrt wird (Miao et al., 2005;
Kosjek et al., 2007). Carbamazepin selbst wird zu ca. 30 % eliminiert, was mit einer Sorption am
Schlamm — im Wesentlichen in der Vorklarung — erklart wird. In Ubereinstimmung damit wurden im
Rohschlamm Carbamazepin-Konzentrationen von ca. 70 pg/kg Trockengewicht gemessen. Die Meta-
boliten sind im Gegensatz zur Muttersubstanz deutlich polarer (z.B. log Kow CBZ-DiOH = 0,13 im Ver-
gleich zu log Kow CBZ = 2,7) und sorbieren kaum am Schlamm. Dementsprechend liegen die Kon-
zentrationen im Schlamm — wenn Uberhaupt nachweisbar — im einstelligen pg/kg-Bereich (Miao et al.,
2005).

Verteilung und Verbleib in Oberflachengewdassern

Carbamazepin wird in deutschen Oberflachengewassern regelmafig nachgewiesen. Im Mittel liegen
die Konzentrationen um 0,1 pg/l, maximal bei 3 pg/l (Sacher et al., 1998; Ternes, 1998; LfW, 2004a;
Weigel et al., 2004; Wiegel et al., 2004; Zuehlke et al., 2004; LfU, 2008). Dagegen liegen nur wenige
Messwerte von Metaboliten in Oberflachengewdassern vor. Sie sind in Tab. 3 aufgefihrt.

Tab. 3: Carbamazepin und dessen Metaboliten in deutschen Oberflachengewéassern

Anzahl CBZ [ng/l] CBZ-DiOH [ng/l] CBZ-Epoxid [ng/l] Literatur

Proben

1 0,7 2,2 n.b. Miao und Metcalfe, 2003
3 25 58 n.b. Hummel et al., 2006
118/15 10-500 n.b. n.n.-100 LfW, 2004a

62 16-150 30-280 n.b. LfU, 2009

Bislang wurde nur das CBZ-DiOH nachgewiesen, wobei es auch im Oberflachengewdasser in deutlich
hoherer Konzentration als die Muttersubstanz Carbamazepin vorliegt.

Der photolytische Abbau gilt im Oberflachengewasser als Hauptsenke von Carbamazepin. Dabei be-
tragt die Quantenausbeute der direkten Photolyse durch Sonnenlicht 4,77 x 10°°, was einer abge-
schatzten Halbwertszeit im Gewasser von ca. 100 Tagen (Sommer) bzw. ca. 450 Tagen (Winter) ent-
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spricht (Andreozzi et al., 2003). Ubereinstimmend ermittelten die Autoren in einer frilheren Studie eine
Halbwertszeit von 122 Tagen in Oberflachengewassern (Andreozzi et. al., 2002), wéhrend in einer
neueren Studie eine etwas hohere Quantenausbeute von 1,3 x 10™ ermittelt wurde (Lam und Mabury,
2005). Die Geschwindigkeit des hydrolytischen Abbaus (LfU, 2008) und die Sorption am Sediment
(Stein et al., 2007) sind dagegen sehr gering.

Auch von CBZ-DiOH wurde im Wasser-Sediment-System nur eine geringe Sorptionsneigung festge-
stellt (Stein et al., 2007). Weitere Daten Uber das Verhalten und die Persistenz der Metaboliten in
Oberflachengewassern liegen nicht vor.

Toxikologische Untersuchungen

Nach den bisherigen Untersuchungen ist die akute Toxizitat von Carbamazepin gegenuiber Wasserle-
bewesen mit ECso-Werten im mg/l-Bereich gering (Andreozzi et al., 2002; Ferrari et al., 2003). Bei
chronischer Einwirkung kénnen die Wirkkonzentrationen jedoch viel geringer sein, wie Ferrari et al.
(2003) durch Messungen an Ceriodaphnia dubia (Crustaceen) mit einer NOEC von 25 g/l verdeutli-
chen. Auf der Basis von recherchierten Toxizitdtsdaten im aquatischen Bereich (Anhang 4) ergibt eine
vorlaufige Umweltrisikobewertung einen PNEC-Vorschlag (,predicted no effect concentration®) von
4,5 pg/l. In der Literatur werden PNECs im Bereich von 0,5 pg/l bis 17 pg/l genannt (LUA BRB, 2002;
BLAC, 2003; LAWA, 2005).

Oetken und Koautoren wiesen zudem 2005 eine spezifische Beeinflussung der Entwicklung von
Zuckmiucken (Chironomus riparius) durch Carbamazepin im Sediment nach. Zuckmucken machen ei-
nen erheblichen Anteil der Biomasse in mitteleuropdischen Oberflachengewéssern aus und kénnen
eine wichtige Rolle als Fischnahrtiere spielen. Carbamazepin blockiert die Verpuppung der Miicken ab
einem Schwellenwert von 113 pg/kg Trockensubstanz im Sediment. Auf der Basis dieser Ergebnisse
ergab eine vorlaufige Umweltrisikobewertung einen PNEC von 2,7 ug/kg TS. Daraus wurde fir benthi-
sche Organismen ein mogliches Risiko abgeleitet, da die im Sediment gemessenen Konzentrationen
diesen Wert um das 15-fache Uibersteigen (Oehlmann et al., 2006).

Hinsichtlich der Okotoxizitat der humanen Metaboliten liegen nur wenige Daten vor. Mittels QSAR
wurde abgeschatzt, dass entgegen dem Trend, Metaboliten seien weniger toxisch als die Muttersub-
stanz, humane Metaboliten von Carbamazepin (v.a. das Iminostilben) toxischer sind (Lienert et al.,
2007). Das Iminostilben wird fir Uberreaktionen bei der CBZ-Einnahme beim Menschen verantwort-
lich gemacht. Zudem wurden fetale Missbildungen bei Mausen auf das CBZ-10,11-Epoxid und seine
weiteren Abbauprodukte zuriickgefiihrt (aus Celiz et al., 2009).

3.1.2 Sulfamethoxazol

Anwendung und Eintrag in die Umwelt

Sulfamethoxazol (SMX) ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Sulfonamide. Der Wirkmechanismus
beruht auf einer Stérung des Folsaurestoffwechsels in den Zielbakterien, indem das Sulfonamid die p-
Aminobenzoesaure bei der Folsaureproduktion kompetitiv verdrangt. Da die Bakterien durch den Fol-
sauremangel nicht absterben, sondern nur in ihrer Vermehrung gehemmt werden, ist der Wirkmecha-
nismus dieser Medikamentengruppe bakteriostatisch. In 2001 wurden in Deutschland 53 t SMX ver-
braucht (LANUV, 2007).

SMX gelangt liber die natlrlichen Ausscheidungen wie Urin und Fézes in das Abwassersystem.
Pharmakokinetische Studien zeigen, dass SMX Uberwiegend renal und nur zu < 1 % Uber die Fazes
ausgeschieden wird (Feldmann, 2005). Allerdings wird SMX nur zu ca. 14-20 % als aktiver Wirkstoff
ausgeschieden, da es im menschlichen Kdrper weitgehend metabolisiert wird. Hauptmetaboliten sind
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N*-Acetylsulfamethoxazol (Ac-SMX) mit einer Ausscheidungsrate von ca. 44-60 % (bezogen auf das
verabreichte SMX) und N*-Sulfamethoxazol-Glucuronid mit einer Ausscheidungsrate von 10-15 % im
Urin (Vree et al., 1995; Feldmann, 2005). Der humane Metabolismus von SMX ist in Abb. 5 darge-
stellt.

I
H,oN ﬁ—NH Sulfamethoxazol
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Abb. 5: Humaner Hauptmetabolismus von Sulfamethoxazol (SMX)

Die Konzentrationen von SMX in deutschen Klaranlagenabléaufen liegen meist im Bereich von 0,2-
1,1 ug/l (Hirsch et al., 1999; Heberer 2002a; Ternes et al., 2003; LfW, 2004a; Feldmann, 2005; LfU,
2008; LfU, 2009). Auch der Hauptmetabolit Ac-SMX wird haufig nachgewiesen. Die ermittelten Kon-
zentrationen liegen meist nahe der Nachweisgrenze, maximal aber bis 2,2 pg/l (Hilton und Thomas,
2003; Ashton et al., 2004; Gdbel et al., 2004; LfU, 2008; LfU, 2009).

Die Elimination von SMX im Klarprozess wurde haufig durch Vergleich der Zu- und Ablauf-
konzentrationen in beprobten Klaranlagen abgeschatzt (Carballa et al., 2004; Brown et al., 2005;
Karthikeyan und Meyer, 2006). Allerdings sind solche Daten oft nur als Hinweise einzustufen, da meist
keine korrespondierenden Proben gezogen und keine Massenbilanzen aufgestellt wurden sowie sel-
ten eine ausreichende Statistik vorliegt.

Gerade bei der Untersuchung von SMX kommt noch hinzu, dass der in realen Abwéassern auftretende
humane Metabolit Ac-SMX meist nicht in die Untersuchung einbezogen wurde. Gébel und Koautoren
stellten jedoch 2005 fest, dass 75 % der gesamten SMX-Zulauffracht als Ac-SMX vorliegen. Weiter
wird angenommen, dass Ac-SMX wahrend der Klaranlagenpassage in SMX retransformiert wird. Bei
einem so hohen Anteil an (wahrscheinlich) retransformierbaren Metaboliten kénnen aus Eliminations-
studien an realen Klaranlagen, die den wesentlichen Metaboliten nicht betrachten, keine verlasslichen
Aussagen getatigt werden. Ohne Berlcksichtigung von Ac-SMX schwankt folglich die Einschatzung
der Elimination von SMX im Bereich von 18 bis 100 % (Carballa et al., 2004; Brown et al., 2005;
Karthikeyan und Meyer, 2006). Deshalb werden im Folgenden nur Studien ausgewetet, die entweder
den Metaboliten berticksichtigen oder als Laborexperimente ausschliel3lich mit SMX durchgefihrt
wurden.
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Eine der wenigen Studien, die auch Ac-SMX berlcksichtigen, wurde von Goébel und Koautoren verof-
fentlicht. Die Elimination von SMX + Ac-SMX betragt wahrend des gesamten Klarprozesses 60 % (Be-
lebtschlammverfahren) bis 80 % (Membranbioreaktor), wobei der gréf3te Teil in der Belebungsstufe
eliminiert wird (Gobel et al., 2005; Gdbel et al., 2007). Hatte man nur SMX betrachtet, ware keine Eli-
mination erkennbar gewesen (Joss et al., 2005). Die auf Einwohnerwerte (EW) bezogenen Frachten
betragen in Abhangigkeit der untersuchten Klaranlage und Probennahmezeitpunkt 0,04-0,2
mg/(EWxd) fur SMX und 0,26 — 0,58 mg/(EWxd) fur Ac-SMX (Go6bel et al., 2005; Lindberg et al.,
2005).

In Laborexperimenten wurde durch Untersuchungen in einem Sequencing Batch Reactor® festgestellt,
dass SMX nach einer Adaptionszeit von wenigen Tagen vollstdndig und schnell von Belebtschlamm
eliminiert wird. Andererseits findet bei Anwesenheit von leicht verwertbaren C- und N-Quellen mit
adaptierten Mikroorganismen kein Abbau von SMX statt (Drillia et al., 2005a). Perez und Koautoren
nutzten reales, mit Sulfamethoxazol dotiertes Abwasser aus verschiedenen Stufen einer kommunalen
Klaranlage fur Abbaustudien im Batch-Format (Perez et al., 2005). In den Ablaufen des Belebungsbe-
ckens und der nachgeschalteten Denitrifikationsstufe fand ein schneller Abbau statt, der innerhalb von
ca. 10 Tagen zu einer deutlichen Minderung der SMX-Konzentration fihrte. Dagegen wurde im Ablauf
der Vorklarung eine lag-Phase von 2 Wochen bendétigt, bevor ein exponentieller Abbau beobachtet
werden konnte. Im Ablauf der Nachklarung fand kein signifikanter Abbau statt.

Fasst man die Ergebnisse dieser Studien zusammen, so lasst sich folgern, dass SMX biologisch gut
abgebaut wird. Eine Quantifizierung des Abbaus konnte mithilfe von Laborklaranlagen durchgefihrt
werden, da hier im Gegensatz zu realen Anlagen eine separierte Betrachtung von SMX mdglich war.
Bei einer umweltrelevanten Dosierung von 1 pg/l SMX im Zulauf wurde eine Elimination in Hohe von
84 % beim Durchlaufen der Laborklaranlagen nachgewiesen (LfU, 2008).

Verteilung und Verbleib in Oberflachengewéssern

In Oberflachengewdassern liegen die gemessenen Konzentrationen von SMX meist im Bereich von 10-
150 ng/l (Hirsch et al., 1999; Brauch et al., 2002; LfW, 2004a; Wiegel et al., 2004; LfU, 2008; LfU,
2009) mit Spitzenwerten bis 1,9 pg/l (Kolpin et al., 2002; Brown et al., 2005). Messwerte von Ac-SMX
liegen kaum vor. In der Schweiz wurde im Oberflachengewésser eine mittlere Ac-SMX-Konzentration
von 4,2 ng/l bei einer mittleren SMX-Konzentration von 23,4 ng/l nachgewiesen (AWEL, 2005). In
bayerischen Oberflachengewassern finden sich typische Konzentrationen von <5-70 ng/l Ac-SMX
(LfU, 2009).

Aus der rasch abnehmenden SMX-Konzentration im Vorfluter mit zunehmender Entfernung zur Einlei-
tung der Klaranlage folgern Yang und Carlson (2003), dass SMX im Oberflachengewasser rasch eli-
miniert wird. Diese Elimination kann entweder auf biologischen Abbau (s. oben), auf Sorption oder auf
abiotischen Abbau zurtickgefiihrt werden. Die von Lam und Mabury (2005) in reinem Wasser ermittel-
ten Halbwertszeiten der direkten Photolyse von ca. 1,5 h sprechen fir einen schnellen Photoabbau,
der allerdings durch die Anwesenheit von natirlichen Wasserinhaltsstoffen wie organischem Material
und Nitrat verlangsamt wird. In Mikrokosmosstudien wurde ebenfalls die Photolyse als Hauptabbau-
weg im Gewasser identifiziert (Lam et al., 2004). Die Geschwindigkeit des hydrolytischen Abbaus
(LfU, 2008) und die Sorption am Sediment (Stein et al., 2007) sind dagegen sehr gering. Auch fir Ac-
SMX wurde im Wasser-Sediment-System nur eine geringe Sorptionsneigung festgestellt (Stein et al.,
2007). Weitere Daten Uber das Verhalten und die Persistenz der Metaboliten in Oberflachengewas-
sern liegen nicht vor.

! Der Sequencing Batch Reactor ist eine Variante des Belebtschlammverfahrens, bei dem die Verfahrensschritte nicht entlang
einer Wegachse, wie es z. B. bei kaskadenférmig durchstromten Belebungsanlagen ublich ist, sondern entlang einer Zeitach-
se gefuhrt werden.
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Im Grundwasser wird SMX haufig nachgewiesen. In bayerischen Grundwasserproben wurden Kon-
zentrationen bis 66 ng/l, in baden-wirttembergischen sogar bis 410 ng/l nachgewiesen (Sacher et al.,
2001; Sacher et al., 2002; Muckter et al., 2004). In umfassenden Studien kommen sowohl Hirsch und
Koautoren (1999) als auch das schweizerische Amt fur Abfall, Wasser, Energie und Luft (AWEL,
2005) zu dem Schluss, dass die SMX-Funde im Grundwasser auf die Infiltration von Oberflachenwas-
ser oder Abwasser zuriickzuftihren sind. Dieses Ergebnis deckt sich mit Erfahrungen aus Bayern, wo
SMX vor allem in Fassungen nachgewiesen wurde, die unter Uferfiltrateinfluss stehen (LfW, 2004a;
Muckter et al., 2004).

Das Technologiezentrum Wasser in Karlsruhe ist der Frage nachgegangen, inwieweit SMX wéhrend
der Uferfiltration eliminiert werden kann. Der Vergleich zweier Standorte fihrte zu dem Ergebnis, dass
der Abbau von SMX wahrend der Untergrundpassage im Wesentlichen von den Redoxverhéaltnissen
abhangt. Wahrend der anaeroben Uferfiltration wurde SMX schon im ersten Beobachtungsbrunnen
vollstandig eliminiert, wahrend unter der aeroben Uferfiltration kein oder nur ein geringer Abbau er-
reicht wurde (Schmidt et al., 2003). Weitere Bodeneigenschaften wie z. B. Porositat, pH-Wert oder or-
ganischer Gehalt des Bodens scheinen eine untergeordnete Rolle im Ruckhalt von SMX zu spielen,
da die Sorption von SMX am Boden auch unter variierenden Bedingungen als gering eingestuft wird
(Drillia et al., 2005b; Gao und Pedersen, 2005).

Toxikologische Untersuchungen

Okotoxikologische Studien liegen bislang nur von der Wirksubstanz SMX vor. Von den Metaboliten
sind keine Studien bekannt.

In den akuten Tests (Bakterium, Alge, Crustaceen und Fisch) lagen die Toxizitdten von SMX im Be-
reich von 10 — 30 mg/I (Isidori et al., 2005). Langer wéhrende Exposition fuhrt jedoch zu Wirkkonzent-
rationen im hoheren pg/l-Bereich, wéahrend aus chronischen Tests wie dem Phototoxizitétstest an der
Wasserlinse L. gibba ein LOEC-Wert von 30 ug/l resultiert (Brain et al., 2004). Zudem wurde eine mu-
tagene Aktivitdt von SMX im Ames-Test nachgewiesen (Isidori et al., 2005). Auf der Basis von recher-
chierten Toxizitatsdaten (Anhang 4) ergiebt eine vorlaufige Umweltrisikobewertung einen PNEC-
Vorschlag (,predicted no effect concentration*) von 0,3 pg/l. In der Literatur werden Umweltqualitats-
norm-Vorschlage bzw. PNEC-Werte von 0,15 pg/l (LAWA, 2005) und 3,3 pg/l (Knacker, 2003) ge-
nannt.

3.1.3 Primidon

Anwendung und Eintrag in die Umwelt

Primidon ist ein krampflésender Arzneistoff aus der Gruppe der Antikonvulsiva, der zur Dauerbehand-
lung bestimmter Formen von Epilepsie eingesetzt wird. Es wird unter den Handelsnamen Liskantin®,
Mylepsinum®, Primidon Holsten® und unter generischer Bezeichnung angeboten.

An der antikonvulsiven Wirkung sind neben Primidon auch dessen pharmakologisch wirksame Meta-
boliten Phenobarbital und 2-Phenyl-2-ethylmalonamid (PEMA) beteiligt (Abb. 6). Die Tagesdosis be-
tragt 750 bis 1000 mg (Kommentar zum Européischen Arzneibuch, 2005), der Gesamtverbrauch in
der BRD betrug 2001 9 Tonnen (LANUYV, 2007).

In der Leber wird Primidon teilweise zu Phenobarbital und PEMA biotransfomiert. Die Ausscheidung
erfolgt Uberwiegend Uber die Niere (76-92 % der applizierten Dosis). Etwa 42 % der Dosis werden als
unveranderter Wirkstoff im Urin wiedergefunden, 5 % als Phenobarbital und 45 % in Form von PEMA
(Fachinformation Holsten Pharma GmbH).
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Die molare Masse von Primidon betragt 218,16 g/mol. Es ist im Wasser schwer |8slich (500 mg/| bei
25°C, Hazardous Substances Data Bank), der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient K, liegt bei ei-
nem Wert von 8 (Hanisch et al., 2002).

Primidon wird regelmafRiig in den Zu- und Ablaufen deutscher Klaranlagen gemessen. In LfU (2009)
wurden in Klaranlagenablaufen Werte von 70-550 ng/l ermittelt. Metzger et al. (2004) kam bei 24 un-
tersuchten Klaranlagenablaufen auf einen Medianwert von 227 ng/l. PEMA wurde bislang nur in baye-
rischen Klaranlagenablaufen gemessen. Die héchsten Konzentrationen lagen bei 230 ng/l (LfU, 2009).

Die Literaturangaben zur Elimination von Primidon in Klaranlagen sind nicht eindeutig. Metzger et al.
(2004) und Schneider (2004) errechneten an sechs Klaranlagen eine mittlere Elimination von 40 % mit
einer Streuung von 0 bis 99 %. Nach Kahle et al. (2009) ist die Elimination von Primidon in Klaranla-
gen vernachlassigbar.

PEMA
H:N
(0]
H.N =
—_— / CH,
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/—N
Primidon 0o
HN =
/ CHj3
(0]
B;H
H (0]
L »
/ CHs3
(0]
Phenobarbital

Abb. 6: Humaner Metabolismus von Primidon (5-Ethyl-5-phenylhexahydropyrimidin-4,6-dion, CAS: 125-33-7)

Verteilung und Verbleib in Oberflachengewéassern und Grundwassern

Primidon wurde in deutschen Oberflachengewéssern im Konzentrationsbereich von 10-635 ng/l ge-
funden (Heberer et al., 2002; Reddersen 2004; LfW, 2004a). Der Metabolit PEMA wies an der Donau
Konzentrationen von 7-16 ng/l und an der Wiirm von 12-30 ng/l auf (LfW, 2004a).

Studien zum Verhalten von Primidon wéahrend der Uferfiltration und der Grundwasseranreicherung
zeigen, dass Primidon nicht wesentlich zuriickgehalten wird (Drewes et al., 2003; Heberer et al., 2004;
Kahle et al., 2009). So wurde Primidon in den flachen Grundwassermessstellen und im Wasserwerks-
brunnen einer Transsekte in Berlin in Konzentrationen zwischen 30 und 170 ng/l nachgewiesen (He-
berer und Adam, 2004; Reddersen, 2004). Massmann et al. (2007) fanden Primidon im Berliner Ufer-
filtrat in Konzentrationen bis zu 480 ng/l. In den Reinwassern der Berliner Wasserwerke wurde Primi-
don in 99 % der von Dezember 2000 bis Juni 2002 gezogenen Proben (n=71) mit Konzentrationen
von n.n. bis 120 ng/L nachgewiesen (Reddersen, 2004).
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Toxikologische Untersuchungen

Wahrend die Mutagenitat von Primidon nicht abschlieRend beurteilt werden kann, gibt es in der Litera-
tur Hinweise auf reproduktionstoxische Wirkungen auf den (nicht ndher bezeichneten) Saugerorga-
nismus (Fachinformation Desitin Arzneimittel GmbH). Inwieweit die fir den Menschen bzw. die Ratte
beschriebene Verminderung der Aktivitdt und Einschrénkung des Bewegungsablaufes (Arzneimittel-
kursbuch, 1999/2000; RTECS-Datenbank, 2001) auch fur aquatische Organismen bei den dort ermit-
telten Expositionskonzentrationen von Primidon wirksam wird und so z.B. zu einer Beeinflussung des
Rauber-Beute-Verhaltnisses fuhrt, kann derzeit nicht beantwortet werden. Die akute Fischtoxizitat wird
fur Primidon mit einem LC50 von 3,2 mg/l angegeben (LANUV, 2007). Infolge des Humanmetabolis-
mus gelangen bei der Gabe von Primidon mit Phenobarbital und Phenylethylmalonamid zwei pharma-
kologisch aktive Metaboliten in die Umwelt, zu deren Okotoxizitat noch keine Daten vorliegen.

3.1.4 Ritalinsaure

Ritalin (Methylphenidat) wird vor allem zur Behandlung der Aufmerksamkeitsdefizit/Hyperaktivitats-
stérung (AD/HS) verschrieben. Es wirkt im Hirn nicht wie ein Beruhigungsmittel, sondern — umgekehrt
— es bewirkt, dass der Botenstoff Dopamin langer zwischen den Nervenzellen bleibt, so dass Wahr-
nehmungen und Empfindungen besser gefiltert und bewertet werden kénnen und die Aufmerksamkeit
steigt. Insgesamt ist festzustellen, dass das Verordnungsvolumen von Methylphenidat im letzten Jahr-
zehnt kontinuierlich zugenommen hat; es hat sich von etwa 2 Mio. definierten Tagesdosen im Jahre
1995 auf rund 20 Mio. definierter Tagesdosen im Jahre 2003 verzehnfacht (Bundesérztekammer,
2005; Gieseke, 2009). Nach den Angaben des Jahresberichts des Bundesinstituts flr Arzneimittel und
Medizinprodukte von 1997 stieg der Verbrauch an Methylphenidat von 34 kg im Jahr 1993 auf 119 kg
im Jahr 1997 (Ferber et al., 2001). Nach Kortmann (2008) wurden in Deutschland im Jahr 2006 be-
reits 1,2 Tonnen Ritalin verschrieben.

Ritalin wird im menschlichen Kdrper schnell und nahezu vollstandig (99 %) metabolisiert. Es wird vor-
nehmlich zu Ritalinséure (a-Phenyl-D-Piperidinessigséaure) abgebaut und zu 78-97 % der verabreich-
ten Menge uber den Urin ausgeschieden (Abb. 7) (Fachinformation Novartis Pharma). Ritalinséure ist
pharmakologisch gering bzw. nicht mehr wirksam. Fir den Metaboliten liegen weder Daten zum Ver-
halten bei der Abwassereinigung noch zum Auftreten in Gewdassern vor. Weiterhin gibt es keine
Kenntnisse zur Okotoxizitéat.

Ritalin Ritalinsaure

o

o) e} HO (@]

Abb. 7: Humaner Metabolismus von Ritalin (Methylphenidat, CAS: 113-45-1)
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3.2 Okochemisches Verhalten der ausgewéahlten Substanzen
3.2.1 Abbauverhalten und Eintrag ins Gewasser

Die Gefahrlichkeit von Umweltchemikalien wird im Wesentlichen durch die Eigenschaften Persistenz,
Bioakkumulation und Toxizitat bestimmt. Dabei wird die Persistenz einer organischen Substanz in der
aquatischen Umwelt neben dem biologischen Abbauvermdgen noch von abiotischen Prozessen — wie
z.B. der Hydrolyse - bestimmt. Der biologische Abbau erfolgt meist in mehreren Stufen. In der ersten
Stufe, dem so genannten Primarabbau, wird der Ausgangsstoff strukturell verandert. In den folgenden
Stufen werden die beim Primarabbau gebildeten Transformationsprodukte weiter zerlegt, bis beim
vollstandigen Abbau (Mineralisierung) als letzter Schritt die ganze Substanz zu CO,, Wasser, anorga-
nischen Salzen und Biomasse umgewandelt ist. Im Folgenden werden Untersuchungen zur abioti-
schen und biotischen Abbaubarkeit der untersuchten Arzneimittel/-Metaboliten beschrieben.

Hydrolyse

In diesem Projekt wurde die Hydrolyse von Primidon, PEMA, SMX, Ac-SMX sowie Oxipurinol in einem
funftagigen Vortest bei 50 °C nach OECD 111 untersucht. Die Hydrolyse von Carbamazepin war be-
reits in einem frilheren Projekt Teil der Untersuchungen (LfU, 2008). Da die Geschwindigkeit der Hyd-
rolyse pH-abhéangig ist, wurden die Untersuchungen in drei verschiedenen auf pH 4, pH 7 und pH 9
gepufferten Losungen durchgefiihrt. Die lonenstéarke der Pufferldsung lag im fur Oberflachengewéasser
typischen Bereich von 50 mM. Die Konzentrationen der Substanzen vor und nach der fiinftagigen In-
kubation ist in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Primidon- (links oben), PEMA- (rechts oben), Ac-SMX- (Mitte links), SMX- (Mitte rechts) und Oxipurinol-
Konzentration bei verschiedenen pH-Werten vor und nach fiinftagiger Inkubation bei 50 °C im Thermo-
schittler

Es ist ersichtlich, dass in allen Ansétzen weder die Konzentration der Wirkstoffe noch die der Metabo-
liten durch die Inkubation signifikant abgenommen hat. Die zusétzlich durchgefiihrten Messungen des
CSB und DOC in den Testansatzen bestatigen diese Aussage. Wenn im Vortest selbst bei 50 °C kei-
ne Hydrolyse stattfindet, ist die Substanz generell als hydrolysestabil einzustufen. Weitere Untersu-
chungen bei ambienter Temperatur sind nicht nétig. Fir die nachfolgenden Untersuchungen des bio-
logischen Abbaus bedeutet dies auch praktisch, dass die Losungen stabil sind.

Biologischer Abbau

Die Kenntnis der biologischen Abbaubarkeit ist ein zentrales Kriterium fur die Bewertung der Umwelt-
relevanz von Substanzen und Stoffgemischen. Mit biologischen Abbautests kann festgestellt werden,
ob mdgliche 6kotoxische oder mutagene Eigenschaften der Prifsubstanz in der Umwelt persistieren
und damit auch langfristig ein Risikopotenzial darstellen.
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Bei der Konzeption von biologischen Abbautests ist in Bezug auf die Priifsubstanz vor allem deren
Konzentration ein wesentlicher Einflussfaktor. Je nach Konzentration des Spurenstoffs unterscheidet
man beim biologischen Abbau zwischen

e Substratwachstum, Katabolismus (Konzentrationen eher im mg/I-Bereich):
Die Bakterien verwenden die organische Substanz als Kohlenstoff- und Energiequelle und mi-
neralisieren sie dabei haufig vollstandig.

e Co-Metabolismus (Konzentrationen eher im niedrigen pg/l-Bereich):
Die Bakterien transformieren einen Spurenstoff, der nicht fir das Zellwachstum notwendig ist,
wobei ein zusatzliches, primares Substrat fur das Zellwachstum zur Verfigung stehen muss.
Durch Co-Metabolismus werden die Spurenstoffe haufig nicht vollstandig mineralisiert.

Bei Testmethoden zur Bestimmung der leichten oder potenziellen biologischen Abbaubarkeit steht die
Untersuchung der Mineralisation in Vordergrund. In diesen Standardtestverfahren liegt die Prifsub-
stanz im mg/l-Bereich als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle vor. Die Mineralisation Iasst sich
Uber die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs oder die Zunahme des CO, sowie liber die Abnahme
von Summenparametern wie CSB oder DOC messen. Da diese Testmethoden zur Gewahrleistung
des Katabolismus und zur Messbarkeit der Mineralisierung Konzentrationen im mg/I-Bereich erfor-
dern, ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Abbau der Substanzen in Klaranlagen oder im
Gewasser, bei denen die Substanzen maximal im pg/l-MaR3stab vorliegen, nicht zwingend gewéahrleis-
tet.

Um die Verhaltnisse in der Umwelt besser zu simulieren, eignen sich Untersuchungen wie der Belebt-
schlammsimulationstest (Laborklaranlagen) oder der Wasser-Sedimenttest. Hier kann der organische
Spurenstoff in umweltrelevanten Konzentrationen, also im ng/l- bis pg/l-Bereich eingesetzt werden.
Der Primarabbau wird Uber spezifische Analytik erfasst. Allerdings lassen diese Untersuchungen ohne
Markierung keine Aussage Uber die Mineralisierung zu, da die erforderlichen Nachweisgrenzen zur
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs (CSB bzw. BSB) oder des DOC weit unterschritten werden.

Um die biologische Abbaubarkeit einer Substanz umfassend zu charakterisieren und das Gefahr-
dungspotenzial auch hinsichtlich mdglicher Metaboliten einschétzen zu kdnnen, mussen sowohl die
Mineralisierung als auch der Primérabbau bei umweltrelevanten Konzentrationen in den verschiede-
nen Umweltkompartimenten betrachtet werden. Deshalb wurden im Rahmen des Projekts folgende
Abbautests durchgefihrt:

e Testverfahren zur Bestimmung der leichten und potenziellen biologischen Abbaubarkeit
e Belebtschlammsimulationstest (Laborklaranlagen)
e Wasser-Sedimenttest.

Die ,leichte" biologische Abbaubarkeit der Substanzen wurde uber die Messung des Sauerstoffbe-
darfs in einem geschlossenen Respirometer (DEV, 2000, L22) bestimmt. Neben der eigentlichen Un-
tersuchung der Elimination der Priifsubstanzen wurden noch drei Kontrollproben angesetzt. Um aus
der gemessenen Elimination der Prufsubstanz (biologischer und abiotischer Abbau) auf den biologi-
schen Abbau schlie3en zu kénnen, wurde eine abiotische Kontrolle ohne Belebtschlamm durchge-
fuhrt. Weiter wurde der Abbau einer Referenzsubstanz mit bekannter Abbaubarkeit beobachtet, um
die Funktionalitat des eingesetzten Belebtschlamms zu tberprifen. Schlussendlich wurde noch eine
Blindwertkontrolle durchgefihrt. Abb. 9 zeigt den Verlauf des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB)
Uber den Versuchszeitraum.
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Abb. 9: Mittelwerte der BSB-Ganglinien im geschlossenen Respirometer (Prifsubstanzen (je n=4): 50 mg/l Pri-
midon (links oben), 50 mg/l PEMA (rechts oben); 100 mg/l SMX (links unten) und 50 mg/l Ac-SMX
(rechts unten); Referenzen (n=2) jeweils 100 mg/l Natriumbenzoat; alle Anséatze: 0,03 g/l Be-

lebtschlamm)

Die BSB-Verlaufe in den Referenzansatzen, welche alle nach einer kurzen lag-Phase stark ansteigen
und als Endwert auf den theoretischen Sauerstoffbedarf (167 mg/l) der Referenz zulaufen, beweisen
die hohe Abbaueffizienz des eingesetzten Belebtschlamms. Alle Blindwerte steigen nur leicht, aber
stetig an und liegen am Ende des Versuchs deutlich unter den maximal erlaubten 60 mg/l. In den
abiotischen Kontrollen wurde keine Elimination nachgewiesen.

Der Sauerstoffverbrauch in den Prifansétzen betragt in keinem Fall 60 % des jeweiligen theoretischen
Sauerstoffbedarfs; d.h. keine der untersuchten Substanzen kann als biologisch leicht abbaubar einge-
stuft werden. Bei Primidon, SMX und Ac-SMX Ubersteigt der mittlere BSB des Prifansatzes den
Blindwert nicht, woraus sich folgern lasst, dass kein biologischer Abbau stattgefunden hat. Bei PEMA
betragt der mittlere BSB des Prifansatzes nach 28 Tagen 31 mg/l im Vergleich zu 12 mg/l beim
Blindwert, was einer Mineralisierung von 20 % entspricht. Dies bedeutet, dass PEMA generell einem
biologischen Abbau zugéanglich ist, welcher jedoch nur langsam vonstatten geht.

Die potenzielle biologische Abbaubarkeit der Substanzen — wobei im Gegensatz zur leichten Abbau-
barkeit héhere Belebtschlammkonzentrationen eingesetzt werden - wurde im Zahn-Wellenstest (DEV,
2000, L25) bestimmt. Auch hier kann sowohl der Primarabbau Uber spezifische Analytik als auch die
Mineralisierung tber die CSB- und DOC-Abnahme gemessen werden. In Abb. 10 sind die blindwert-
korrigierten Ganglinien der DOC-Elimination von jeweils drei Parallelansétzen der Prifsubstanzen
(Primidon, PEMA, Ac-SMX, SMX, Oxipurinol) sowie der jeweiligen abiotischen Kontrollen und der Re-
ferenzsubstanz Uber die Testverlaufe dargestellt.
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Abb. 10: Ganglinien der DOC-Elimination im Zahn-Wellenstest (Prifsubstanz 100 mg/l Primidon (oben links) bzw.
mg/l PEMA (oben rechts) bzw. 100 mg/l Oxipurinol (Mitte); 200 mg/l SMX (unten links), 50 mg/l Ac-SMX
(unten rechts); Referenz jeweils 112 mg/l Diethylenglykol, jeweils 0,2 g/l Belebtschlamm, nur abiotische
Kontrollen: Priifansétze ohne Belebtschlamm)

Der schnelle, vollstandige Abbau der Referenzsubstanz in allen Anséatzen kennzeichnet die hohe Akti-
vitat des eingesetzten Belebtschlamms. Die abiotischen Kontrollen zeigen keine signifikanten Elimina-
tionen durch Sorption oder nichtbiologische Abbauprozesse.

Bei der Primidon-Untersuchung steigt die DOC-Elimination der Priifanséatze in den ersten 15 Tagen
nur leicht an. Danach findet bei zwei von drei Ansatzen eine verstarkte DOC-Elimination statt. Um den
weiteren Verlauf aufzuklaren, wurde der Versuch tber die Ubliche Versuchsdauer von 28 Tagen hin-
aus verlangert. Es zeigt sich, dass die DOC-Elimination nicht vollstandig war, sondern bei ca. 50—

60 % ein Plateau erreicht. Der dritte Prifansatz folgt diesem Trend nicht, sondern schwankt zwischen
10 und 20 %. Aus dem Versuch lasst sich folgern, dass Primidon unter diesen forcierten Bedingungen
zwar grundsatzlich biologisch abbaubar ist, d.h. dass manchen Bakterien Enzyme zur Verfligung ste-
hen, die Primidon verwerten kdnnen. Allerdings ist dieser Abbau zum einen nicht vollstandig (maxima-
le DOC-Elimination nur 60 %) und dartber hinaus nicht in allen Anséatzen erkennbar.
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Ein ahnliches Bild ergibt sich aus der PEMA-Untersuchung. Hier hat in einem der drei Prifansatze ei-
ne 100%ige Elimination stattgefunden, wahrend in den beiden anderen Priifansatzen PEMA nicht eli-
miniert wurde. In diesem Fall I&sst sich die gesteigerte Elimination des einen Ansatzes auf ein konkre-
tes Ereignis zurtickfuhren: in diesem Ansatz war Uber Tage die Luftzufuhr ausgefallen. Es kann ange-
nommen werden, dass hierdurch fakultative Anaerobier, die PEMA verwerten kdnnen, einen Standort-
vorteil hatten, hochgewachsen sind und auch unter erneuter Luftzufuhr aktiv waren. Durch Animpfen
der anderen, konstant beliifteten Ansatze nach dem hier dargestellten 28tagigen Versuchsverlauf
konnte auch eine Elimination erzielt werden.

Oxipurinol, der Metabolit des Gichtmittels Allopurinol, wurde im Zahn-Wellenstest im 28tégigen Ver-
suchsverlauf nicht eliminiert.

Bei SMX steigt die DOC-Elimination der Prufsubstanz in den ersten 20 Tagen nur leicht an. Danach
findet — zeitlich leicht versetzt — bei allen drei Ansétzen eine verstarkte DOC-Elimination statt. In der
Versuchsverlangerung tber die Ublichen 28 Tage hinaus zeigte sich, dass die DOC-Elimination nicht
vollstandig war, sondern bei ca. 60-70 % ein Plateau erreichte. Daraus l&sst sich schliel3en, dass wéah-
rend des Abbaus von SMX ein stabiler Metabolit gebildet wurde, der selbst bis zu einer Versuchs-
dauer von 90 Tagen nicht weiter abgebaut wurde. Dies wurde auch durch die direkte Messung von
SMX Uber HPLC/UV bestatigt, bei der am 90. Tag kein SMX mehr nachgewiesen wurde.

Die Abbaukurven der Prufansatze von Ac-SMX verlaufen ahnlich wie die von SMX. Zwar ist die Adap-
tionszeit der Mikroorganismen mit ca. einer Woche deutlich kirzer, allerdings findet auch hier kein
vollstandiger Abbau statt, sondern die Mineralisierung endet bei ca. 60-70 %. Somit bleibt festzuhal-
ten, dass SMX und Ac-SMX im Zahn-Wellenstest erst nach einer Adaptionsphase biologisch abgebaut
wurden, dieser Abbau jedoch nicht vollstandig ist. Der oder die beim Abbau entstandene(n) Metabo-
lit(en) sind als stabil einzustufen. Daraufhin wurde eine Identifizierung dieses/r Metaboliten mittels
hochauflésender Massenspektroskopie durchgefiihrt. Dabei konnten die Ergebnisse des Zahn-
Wellenstests fiir folgende Uberlegung genutzt werden: SMX hat 10 Kohlenstoffatome, von denen beim
Zahn-Wellenstest 60 % mineralisiert wurden. Geht man von der Annahme aus, dass nur ein Metabolit
quantitativ entstanden ist, so misste dieser folglich 4 Kohlenstoffatome aufweisen. Da Sulfamethoxa-
zol aus einer p-Aminosulfonsauregruppe mit 6 Kohlenstoffatomen und einem Isoxazolring mit 4 Koh-
lenstoffatomen besteht, wurde bei der Identifizierung des unbekannten Metaboliten zuerst die Masse
des Isoxazolrings (M = 98 g/mol) Uberprift. Das erhaltene Massenspektrum ist in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Massenspektrum der Reaktionsldsung von SMX im Zahn-Wellenstest, welche den zu identifizierenden
Metaboliten enthalt (positiver Messmodus)
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In diesem Ansatz wurde die Substanz 3-Amino-5-methyl-isoxazol eindeutig identifiziert. Ein Nachweis
in realen Proben (Abwasser, Oberflachenwasser) war jedoch nicht mdglich, so dass diskutiert werden
muss, ob dieser Metabolit in realen Wassern noch weiter abgebaut wird.

Der biologische Abbau von Primidon, PEMA, SMX, Ac-SMX, Glu-SMX, Oxipurinol und Ritalinsaure
unter umweltrelevanten Bedingungen wurde in Laborklaranlagen (LfU, 2008) untersucht. Dazu wurde
jeweils zwei bis vier Prifanlagen nach einer Einlaufphase mehrere Wochen lang das Arzneimittel zu-
dosiert, so dass die Zulaufkonzentration im umweltrelevanten Bereich bei 1 pg/l lag. Die Konzentratio-
nen wurden einmal wéchentlich im Zulauf und zweimal pro Woche im Ablauf mittels LC/MS bestimmt.
Der zeitliche Verlauf der Uber alle Prifanlagen gemittelten Elimination (Abbau und Sorption) ist in

Abb. 12 dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der einzelnen Messwerte wie-
der.
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Abb. 12: Ganglinien der Elimination der Arzneimittel/-Metaboliten in Laborklaranlagen (Dosierung 1 pg/l; Mittel-
wert und einfache Standardabweichung von zwei bis vier Prufanlagen)

SMX und seine beiden humanen Metaboliten wurden ohne Adaptionszeit direkt von den Mikroorga-
nismen der Klaranlage gut abgebaut. Im Mittel betrug die Elimination von SMX 84 + 3 %, von Ac-SMX
94 + 4 % und von Glu-SMX 97 + 3 %. Die geringe Schwankungsbreite zwischen den vier Prifanlagen
belegt die konstant gute Elimination der Sulfonamide. AuRerdem konnte beim Abbau von Ac-SMX und
Glu-SMX im Ablauf der Klaranlagen SMX nachgewiesen werden. Damit wurde bewiesen, dass aus
den Metaboliten im Verlauf des Klarprozesses die Muttersubstanz SMX zurlickgebildet wurde. Dabei
ist davon auszugehen, dass das nachgewiesene SMX nur einen Teil des insgesamt gebildeten SMX
darstellt, da dieses in einer Folgereaktion schnell weiter abgebaut wird.

Bislang liegen keine Vergleichsstudien vor, die sich mit der Elimination von den humanen SMX-Me-
taboliten in Klaranlagen beschaftigt haben. Nur eine Studie hat bislang in einer realen Klaranlage die
Elimination der Summe von SMX + Ac-SMX betrachtet, die im gesamten Klarprozesses 62 % betrug
(Gobel et al., 2005). Diese Elimination ist etwas geringer als in den Laborklaranlagen, was im Wesent-
lichen auf zwei Effekte zurlickgefiihrt werden kann:
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1. Inrealen Klaranlagen liegt neben den gemessenen Substanzen SMX und Ac-SMX auch Glu-
SMX vor, aus welchem im Klarprozess SMX gebildet wird. Der Einfluss von Glu-SMX wurde
jedoch bei der Bilanzierung von Gébel et al. nicht berticksichtigt, wodurch eine scheinbar ge-
ringere SMX-Elimination bestimmt wurde.

2. Im Gegensatz zu realen Klaranlagen werden die Laborklaranlagen im Mittel bei héheren Tem-
peraturen (konstant bei 20 °C) betrieben, wodurch die Geschwindigkeit des biologischen Ab-
baus steigt.

Primidon und PEMA zeigen zu Beginn des Versuchs eine ca. 60 %ige Elimination, die stetig abnimmt
und nach ca. zwei Wochen bis auf Null gesunken ist. Diese Elimination ist wahrscheinlich nicht auf
biologischen Abbau, sondern Sorption am Belebtschlamm zurtickzufihren. Im Verlauf des Versuchs
bleibt die Elimination gering, auch wenn die Messwerte — was anhand der teilweise hohen Fehlerbal-
ken ersichtlich ist — partiell groRe Schwankungen aufweisen. Bei PEMA ergibt sich rechnerisch gegen
Ende des Versuchs sogar eine negative Elimination, d.h. die Zulaufkonzentration ist geringer als die
Ablaufkonzentration. Zeitgleich trat in den Laborklaranlagen ein verstarktes Wachstum des Fadenbak-
teriums Thiothrix sp. auf, wodurch sich Blahschlamm entwickelte. Die Anderung der Belebtschlamm-
biozindse oder die daraufhin erfolgte Fallung des Blahschlamms mit Eisen(ll)-salzen kénnte zu einer
verstarkten Ablésung von adsorbiertem PEMA vom Belebtschlamm fihren, womit eine negative Elimi-
nation begrindet werden kdnnte. Auf die Effizienz der Klaranlagen beziglich des Kohlenstoffabbaus
(98 %) bzw. Stickstoffabbaus (80 %) hatte der Blahschlamm jedoch keine negativen Auswirkungen, so
dass die Abbaustudie trotz der Blahschlammproblematik in den letzten Wochen als reprasentativ an-
zusehen ist.

Die Literaturangaben zur Elimination von Primidon in Kl&aranlagen sind nicht eindeutig. Metzger et al.
(2004) und Schneider (2004) errechneten an sechs Klaranlagen eine mittlere Elimination von 40 % mit
einer Streuung von 0 bis 99 %. Eine solch hohe Streuung ist meist in einer nicht-korrespondierenden
Probennahme begriindet und somit sind die Werte fur die Ermittlung der Elimination nur bedingt nutz-
bar. Nach Kahle et al. (2009) ist die Elimination von Primidon in Klaranlagen vernachlassigbar.

Mit Ausnahme der ersten Probe wurde Carbamazepin beim Durchlaufen der Klaranlagen nicht signifi-
kant eliminiert. Die Elimination von Carbamazepin betrug im Mittel 5 % und ist — was durch die niedri-
gen Fehlerbalken erkennbar ist — in allen vier Anlagen vergleichbar. Der Verlauf der Eliminationskurve
bleibt nach einer Eingewthnungszeit von ca. einer Woche uber die Dauer des Versuchs (acht Wo-
chen) konstant. Eine Adaption der Biozénose an das Substrat findet daher auch nach langerer Zeit
nicht statt.

Die biologische Abbaubarkeit von Carbamazepin in kommunalen Klaranlagen war schon haufiger Ge-
genstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Mdhle und Koautoren (1999) stellten im Batchreaktor
nur innerhalb der ersten 15 Minuten eine Konzentrationsabnahme fest, danach blieb die Konzentration
konstant. Die anfangliche Elimination i. H. v. ca. 40 % wurde auf Sorptionseffekte zurtickgefuhrt. Auch
zeigen Messungen des Zu- und Ablaufs von kommunalen Klaranlagen, dass Carbamazepin nicht sig-
nifikant eliminiert wird (Ternes, 1998; Heberer, 2002a; Clara et al., 2004; Joss et al., 2005; Diiring et
al., 2006; Gomez et al., 2007). Im Rahmen einer Dissertation wurde von Clara (2003) der Abbau von
Carbamazepin in Laborklaranlagen und realen Klaranlagen untersucht. Weder in den Laborklaranla-
gen (vier Ansatze mit einem Schlammalter von 1-26 d), noch in den vier betrachteten realen Klaranla-
gen wurde Carbamazepin eliminiert (Clara, 2003; Strenn et al., 2004). Die Literaturdaten und die
Messdaten ergeben tbereinstimmend, dass Carbamazepin in Klaranlagen nicht biologisch abgebaut
wird.

Ritalinsaure, der Hauptmetabolit des ADHS-Mittels Ritalin, wird von Beginn an nur in geringem Um-
fang eliminiert. Nach 30 bis 40 Tagen steigt die Eliminationsrate leicht auf 15-40 % an. Dieses Verhal-
ten kann auf zwei mdgliche Ursachen zuriickgefuhrt werden:
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1. eine Adaption der Mikroorganismen an das Substrat Ritalinsédure

2. mit zunehmender Laufzeit der Laborklaranlagen fiihrt die permanente mechanische Belastung
des Belebtschlamms zu einer Erhéhung der Anzahl freischwimmender Bakterien, was durch
mikroskopische Messungen bestatigt wurde. Da diese eine héhere Zuganglichkeit zum Sub-
strat haben, kann dadurch der Abbau gesteigert werden.

Ein Vergleich mit Literaturdaten ist bei Ritalinséaure nicht moglich, da bislang keine Studien Gber das
Verhalten bei der Abwasserreinigung vorliegen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Arzneimittel/-Metaboliten in Klaranlagen in unterschied-
lichem Ausmalf? eliminiert werden. Dabei scheint die Eliminationsrate der einzelnen Substanzen eher
von den Stoffeigenschaften/Substanzklassen abzuhéngen, was der Vergleich der gut abbaubaren Sul-
fonamide (SMX, Ac-SMX und Glu-SMX) bzw. der schlechten Elimination von Primidon/PEMA zeigt.
Ebenfalls deutlich wurde, dass die Metaboliten hinsichtlich ihrer Abbaubarkeit keine deutliche Verbes-
serung im Vergleich zu den Muttersubstanzen zeigen, d.h. durch die Zunahme der Polaritat wird keine
signifikante Verbesserung der Abbaubarkeit induziert. Hinzu kommt, dass beim biologischen Abbau
manche Metaboliten (Ac-SMX, Glu-SMX) wieder zur Muttersubstanz zurtickgebildet werden.

Beim Vergleich der verschiedenen biologischen Abbautests fallt auf, dass SMX, seine Metaboliten
sowie Oxipurinol in den Laborklaranlagen unter umweltrelevanten Bedingungen sehr gut biologisch
abgebaut wurden, wogegen im Respirometer und im Zahn-Wellenstest kein oder ein unvollstandiger
Abbau (erst nach langerer Adaptionszeit) festgestellt wurde. Auch Primidon und sein Metabolit PEMA
zeigen unterschiedliche Ergebnisse in den biologischen Abbautests. In Laborklaranlagen werden sie
nicht signifikant eliminiert; aus den Zahn-Wellenstest ergeben sich jedoch Hinweise, dass beide Sub-
stanzen dem biologischen Abbau — zumindest unter forcierten Bedingungen — zuganglich sind.

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Testverfahren sind nicht nur kinetischer, sondern auch
mechanistischer Natur. So wurde der SMX-Metabolit 3-Amino-5-methyl-isoxazol im Zahn-Wellenstest
gebildet und war dort tiber Wochen stabil, wahrend in den Laborklaranlagen und in realen Gewassern
kein Nachweis gelang.

Diese Diskrepanz ist wohl auf die - je nach eingesetztem Konzentrationsbereich und Co-Substrat - un-
terschiedlichen Metabolismen zurtickzufihren. In den Standardtests auf leichte und potenzielle biolo-
gische Abbaubarkeit wird die Mineralisierung unter katabolischen Bedingungen untersucht (keine an-
dere C-Quelle, hohe Konzentrationen), wahrend in den Laborklaranlagen - wie auch in Realitat — ko-
metabolische Bedingungen vorherrschen.

Daraus wird deutlich, dass die Verwendung von standardisierten Testverfahren zur Einschétzung des
Abbaus von Spurenstoffen in Klaranlagen eine grof3e Fehlermdglichkeit birgt und die Ergebnisse im
Einzelfall unter umweltrelevanten Bedingungen Uberprift werden missen. Deshalb wurde in diesem
Projekt an einer Klaranlage eine Messkampagne durchgefiihrt, bei der die Elimination der Arzneimit-
telwirkstoffe/-Metaboliten im Verlauf der Kléaranlage bestimmt wurde. Die 30.000 EW-Anlage besteht
aus einer mechanischen Stufe (Rechen, Sandfang, Vorklarung) und einer biologischen Stufe mit vor
geschalteten Anaerobbecken (biologische Phosphatelimination) und intermittierender Belebung. Be-
sonderes Augenmerk wurde bei der Probennahme darauf gelegt, im Verlauf der Klaranlage immer das
gleiche Wasserpaket zu untersuchen, also eine korresponierende Probennahme durchzufiihren. Dazu
wurden folgende Bedingungen eingehalten:

e Es wurden zeitlich versetzt durchflussproportionale 24h-Mischproben mit automatischen Pro-
benehmern gezogen. Diese standen am Zulauf, am Ablauf Vorklarung, am Ablauf der Anae-
robbecken und am Endablauf.

e Der zeitliche Versatz errechnete sich aus der Aufenthaltszeit des Abwassers bei Trockenwet-
ter, die aus den Beckengréf3en ermittelt wurde.

38 Bayerisches Landesamt fiir Umwelt 2010



Okochemisches Verhalten

e Bei Regen, wenn die Abflisse zunahmen, wurden die Probennahmen abgebrochen.

Die Mediane der gemessenen Konzentrationen aus fiinf Serien sind in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Mediane (n=5) der Konzentrationen der Arzneimittel/-Metaboliten im Verlauf einer 30.000 EW-
Klaranlage. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Messwerte wieder

Auf dem ersten Blick wird deutlich, dass die Konzentrationen der Wirkstoffe und der humanen Meta-
bolite in der gleichen GréRRenordnung liegen. Die verkaufsstarken Arzneimittel wie Carbamazepin, Dic-
lofenac und SMX sowie deren Metaboliten zeigen Konzentrationen im pg/I-Bereich. Primidon/PEMA

und Ritalinsaure mit geringeren, einstelligen Jahrestonnagen finden sich im Konzentrationsbereich
von 100-300 ng/l.

Das Abbauverhalten der Substanzen in der realen Klaranlage lasst sich anhand der in den Laborklar-
anlagen ermittelten Ergebnisse gut erklaren. Ac-SMX wird gut und schnell abgebaut (mittlerer Abbau
Laborklaranlage 94 %; mittlere Elimination Realklaranlage >95 %), so dass es im Ablauf der realen
Anlage unter der Nachweisgrenze von 50 ng/l liegt. Bei diesem Abbau entsteht SMX, weshalb dieses
im Verlauf der Klaranlage zunimmt, bevor es dann selbst weiter abgebaut wird (mittlerer Abbau La-
borklaranlage 84 %). In der Realklaranlage ergibt sich rechnerisch fir SMX eine negative Elimination
(-37 %), die der SMX-Bildung im Klarverlauf Rechnung tragt.

Auch die ermittelten Konzentrationsverlaufe von Primidon und PEMA sind in guter Ubereinstimmung
mit den Laborklaranlagen. Beide Untersuchungen deuten nicht auf einen Bioabbau der Substanzen
hin. Die mittleren Eliminationen in der Realkléaranlage liegen bei 31 % fir Primidon und 21 % fir
PEMA.

Carbamazepin verhalt sich in der realen Klaranlage (mittlere Elimination 10 %) wie vorher auch in den
Laborklaranlagen inert. Die Konzentrationen des humanen Hauptmetaboliten CBZ-DiOH sind etwa

doppelt so hoch. Auch wird dieser in geringem Umfang eliminiert; die mittlere Elimination betragt
25 %.
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Die héchsten Konzentrationen wurden fiir das Schmerzmittel Diclofenac gemessen. Dabei wird Diclo-
fenac im Verlauf der Klaranlage im Mittel zu 32 % eliminiert; sein humaner Hauptmetabolit 4-
Hydroxydiclofenac zu 40 %.

Erstmals gelang der Nachweis von Ritalinsaure in realen Klaranlagen. Die Konzentrationen liegen im
Bereich von < 50 bis 270 ng/l. In guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Laborklaranlagen
wird auch Ritalinsdure in der realen Klaranlage mit einer mittleren Elimination von 16 % kaum abge-
baut.

3.2.2 Verbleib und Okotoxizitat in Oberflachengewassern

Auch im Oberflachengewasser werden SMX und seine humanen Metaboliten schnell biologisch abge-
baut, wie die Eliminationskurven des Wasser-Sedimenttests fir SMX, Ac-SMX und Glu-SMX belegen
(Abb. 14).
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Abb. 14: Konzentrations-Zeit-Diagramm von SMX (oben links), Ac-SMX (oben rechts) und Glu-SMX (unten) im
Wasser-Sedimenttest (co jeweils 40 pg/l; Sediment und Oberflachenwasser aus einem Altarm der Am-
mer bei Wielenbach)

SMX und Ac-SMX wurden mit Halbwertszeiten von 11,5 bzw. 9 Tagen in Anwesenheit von Sediment
nach einer Kinetik erster Ordnung rasch abgebaut. Ohne Sediment fand der Abbau nur sehr langsam
statt. In den (hier nicht gezeigten) Sterilkontrollen zeigte sich nach anfanglicher Sorption nur eine ge-
ringe Elimination, so dass der oben gezeigte Abbau eindeutig auf biologische Prozesse zurtickgefiihrt
werden kann. Beim Abbau des Glu-SMX lassen sich zwei Abbauphasen erkennen: Innerhalb der ers-
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ten vier Tage fand mit einer Halbwertszeit von 3,1 Tagen ein sehr schneller Abbau statt, der sich da-
nach verlangsamte (DTso: 15,2 Tage). Diese Kinetik korreliert mit dem Sauerstoffgehalt im Sediment,
welcher sich bis zum 4. Tag stark verminderte und dann auf niedrigem Niveau konstant blieb, so dass
hier eine Verlangsamung des biologischen Abbaus unter Sauerstoffmangel vermutet wird.

Die in Oberflachengewéssern nachgewiesenen Konzentrationen von SMX (hdchster gemessener
Wert in der Frankischen Rezat: 190 ng/l) liegen deutlich unter der niedrigsten bekannten Effektkon-
zentration (LOEC) von 30 pg/l (siebentagiger Phototoxizitatstest an der Wasserlinse L. gibba (Brain et
al., 2004, siehe Kapitel 3.1.2), so dass nicht von einer direkten Gefahrdung der Wasserlebewesen
durch SMX ausgegangen wird. Die fur SMX abgeleitete PNEC (predicted no effect concentration) liegt
mit einem Wert von 0,3 pg/l ebenfalls noch iiber der Gewasserkonzentration. Beziiglich der Okotoxizi-
tat der humanen SMX-Metaboliten werden in der Literatur keine Daten angegeben.

Mit Primidon und PEMA wurde ebenfalls der Wasser-Sedimenttest durchgefiihrt. Dazu wurden 2,5 ug
Primidon bzw. PEMA in 75 ml Oberflachenwasser geldst und tber die Versuchsdauer von 107 Tagen
Uber ca. 10 g nativem Ammersediment langsam geschuttelt. Abb. 15 zeigt den Verlauf der absoluten
Mengen in der Wasser- und Sedimentphase.
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Abb. 15: Ganglinie von Primidon (links) und PEMA (rechts) in der Wasserphase und im Sediment Uiber eine Test-
dauer von 107 Tagen (co = 33 pg/l, Mittelwerte eines doppelten Ansatzes)

In den ersten zwei Versuchswochen nimmt Primidon in der Wasserphase um ca. 35 % ab; danach
bleibt die Konzentration konstant. Ein Teil der Elimination ist mit einer Sorption am Sediment zu erkla-
ren; 15 % der eingesetzten Menge ist im Sediment nachzuweisen. Die restlichen 20 % sind entweder
biologisch abgebaut oder als nicht-extrahierbare Riickstande am Sediment gebunden. Da die zusétz-
liche durchgefiihrte Sterilkontrolle leider trotz Autoklavieren nicht steril war, kann hierzwischen nicht
unterschieden werden. Festzuhalten bleibt jedoch, dass Primidon selbst nach 100 Tagen nur zu 35 %
aus Oberflachengewassern eliminiert wird und analog zum Annex XIll der REACh-Verordnung als ,ve-
ry persistent* einzustufen wére (Halbwertszeit im Wasser grofl3er 60 Tage).

Der Wasser-Sedimenttest von PEMA ergibt ein &hnliches Bild. PEMA wird aus der Wasserphase im
Mittel zu 21 % eliminiert, wovon sich ein Grof3teil (16 % der eingesetzten Menge) im Sediment wieder-
findet. Ein signifikanter biologischer Abbau findet folglich nicht statt. Auch PEMA ist damit analog zum
Annex XlII der REACh-Verordnung als ,very persistent* einzustufen.

In den untersuchten Oberflachengewassern wurde Primidon und sein Metaboli PEMA in Konzentrati-
onen bis zu ca. 80 ng/l (Frankische Rezat) gemessen. Eine PNEC-Kalkulation kann aufgrund fehlen-
der Toxizitatsdaten nicht durchgefuhrt werden.
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Da zu den Metaboliten PEMA bislang keine 6kotoxikologischen Testergebnisse vorliegen, wurde als
chronischer Wirktest exemplarisch ein 21d-Daphnienreproduktionstest von Referat 77/LfU durchge-
fuhrt. Dabei wurde Primidon und PEMA im Verhéltnis 1:1 mit Konzentrationen von jeweils 2 pg/l bis 2
mg/l untersucht. Pro Konzentration wurden 10 Tiere eingesetzt und die Anzahl der Nachkommen in-
nerhalb von 21 Tagen gezahlt. Die mittleren Reproduktionsraten sind in Abb. 16 der Reproduktionsra-
te in der Kontrollansatzen gegenubergestellt.

Mischung (Verhéltnis 1:1)
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Abb. 16: Reproduktionsraten (Mittelwert und Standardabweichung) im 21d-Daphnientest bei Inkubation einer Mi-
schung (1:1) von Primidon und PEMA im Vergleich zum Kontrollansatz. Die Konzentrationsangaben be-
ziehen sich auf Messwerte, deren Stabilitat im Versuchsverlauf Gberprift wurde

In den Kontrollen wurden durchschnittlich 126 + 20 lebende Nachkommen pro Daphnie gezahlt, womit
das Validitatskriterium von mindestens 60 lebenden Nachkommen pro Daphnie erfillt wurde. Eine
Mortalitat der Elterntiere wurde nicht beobachtet. Die mittleren Reproduktionsraten der Testansatze
weichen nicht signifikant (p=0,05; zweiseitig) von den Kontrollen ab. Damit wurde in der hdchsten
Konzentration von 2 mg/l kein Effekt festgestellt. Als NOEC (no observed effect concentration) kann
deshalb ein Wert von > 2 mg/I fir eine 1:1-Mischung von Primidon und PEMA angenommen werden.

Die Ergebnisse belegen eine niedrige Toxizitat von Primidon und PEMA gegentber der Reproduktion
von Daphnien im Zeitraum von 21 Tagen. Die Okotoxizitat von Primidon und PEMA l&sst sich mit die-
sem Ergebnis nicht vollstandig bewerten, da als Folge der organismischen Variabilitat eine realistische
Abschatzung der Okotoxizitat anhand eines Singlespeziestests nicht moglich ist. Hierzu waren weite-
re, systematische Untersuchungen mit Organismen verschiedener trophischer Ebenen eines Okosys-
tems notig.

3.2.3 Stofftransport in Uferfiltrat und Grundwasser
Arzneimittelriickstande werden in Spurenkonzentrationen in zahlreichen oberirdischen Gewéssern
und Grundwassern nachgewiesen und kdnnen bei Verwendung dieser Gewasser Uber die Trinkwas-

serversorgung bis ins Trinkwasser gelangen. In Bayern betrug 2004 der Anteil an Uferfiltrat und ange-
reichertem Grundwasser an der Trinkwassergewinnung ca. 5 % (zum Vergleich: Nordrhein-Westfalen
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40 %) (Schulte-Oehlmann et. al., 2007). Im Trinkwasser sind Arzneimittelwirkstoffe als anthropogene
Spurenverunreinigungen aus Abwassern im Sinne des Vorsorgeprinzips und der Hygiene uner-
winscht. Im Allgemeinen werden in Gewassern vor allem solche Arzneimittel gefunden, die eine hohe
Persistenz und eine gute Wasserloslichkeit besitzen und gleichzeitig in hohen Mengen angewendet
werden. Es ist zu erwarten, dass diese Substanzen auch wenig Elimination wahrend der Uferfiltration
und der Untergrundpassage erfahren.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wird u.a. anhand von Séulen-, Lysimeter- und Feldstudien das
Verhalten von Humanarzneimitteln wahrend der Bodenpassage untersucht. Bei der Auswahl der Arz-
neimittelwirkstoffe wurden hohe Verbrauchsmengen in Deutschland (10-150 t/a), hohe Konzentratio-
nen in Klaranlagenablaufen (bis in den pg/l-Bereich) sowie regelmafige Funde in FlieRgewéassern zu
Grunde gelegt. Zusatzlich zu den Wirkstoffen wurden deren wichtigste Metaboliten in die Untersu-
chungen einbezogen.

3.2.3.1 Saulenversuche

Ungeséttigte Bodensaulen

Drei ungestdrte Bodensaulen wurden aus dem alluvialen Auenboden in Wielenbach entnommen.
Hierzu wurden Edelstahlrdhren mit einer L&nge von 60 cm und einem Durchmesser von 20 cm unmit-
telbar nebeneinander mit einem Bagger nach Entfernen des Oberbodens (Tiefe 20 cm) in den Boden
gedriickt und anschlieRend ausgegraben. Der TOC-Gehalt des Bodens liegt bei 1,6-2,5 % und der
Feinkornanteil (Ton- und Schlufffraktion) zwischen 80 % und 95 %. Der Boden ist mit einem pH-Wert
von 7,4-7,8 leicht basisch. Die Bodensaulen wurden in einem Kiihlraum bei 10°C aufgestellt und ein-
malig mit unterschiedlichen Arzneimittelwirkstoff-/ Metaboliten-Mischungen beaufschlagt. Stoffe und
verabreichte Mengen sind Abb. 17 bis Abb. 19 zu entnehmen. In wéchentlichen Abstéanden wurden
die Saulen mit jeweils einem Liter Leitungswasser bewéssert (entspricht 33 mm Niederschlag) und
das austretende Sickerwasser aufgefangen. Zur Markierung der Sickerwasserfront wurde funf Tage
vor den Medikamentengaben ein konservativer Tracer (je 150 ml KBr-Losung mit LF 30.000 uS/cm)
auf den Saulen ausgebracht und bewassert. Im austretenden Sickerwasser wurden elektrische Leitfa-
higkeit, pH-Wert und Sauerstoffgehalt gemessen sowie aus einer wdchentlichen Mischprobe die Arz-
neimittelkonzentrationen mittels LC-MS/MS direkt bestimmt. Unter Einbeziehung der Sickerwasser-
mengen wurden die Frachten und Wiederfindungsraten der einzelnen Wirkstoffe und Metaboliten er-
mittelt.

Das Sickerwasser der Saulen 1 bis 3 war mit einem pH-Wert von 7,6-7,9 schwach alkalisch, der Sau-
erstoffgehalt lag mit 8,5-9,5 mg/l nahe der Sauerstoffsattigung.

In der Bodensaule 1 (Abb. 17) brach der konservative KBr-Tracer mit dem austretenden Sickerwasser
bereits nach einer Woche bzw. 33 mm Niederschlag durch. In den ersten drei Wochen des Séulen-
versuchs stieg die elektrische Leitfahigkeit von 430 uS/cm auf 1180 uS/cm an; in weiteren 2,5 Mona-
ten ging sie nahezu kontinuierlich auf den Ausgangswert zuriick. Im Falle von SMX, Primidon und
PEMA trat der Durchbruch im Vergleich zum KBr-Tracer um zwei Wochen verzdgert auf, CBZ-Epoxid
wurde zwei Monate und CBZ erst vier Monate nach Tracerdurchbruch im Sickerwasser gemessen.
Waéhrend der Durchbruch von SMX und PEMA zum gré3ten Teil in den ersten Versuchswochen er-
folgte, lagen die Konzentrationen von Primidon im Sickerwasser Uber einem Zeitraum von vier Mona-
ten auf hohem Niveau. Nach zehn Monaten Versuchsdauer wurden 90 % der ausgebrachten Menge
an Primidon im Sickerwasser gefunden, gefolgt von seinem Metaboliten PEMA mit 37 % und CBZ-
Epoxid mit 27 %. Bei SMX wurde eine Wiederfindungsrate von 21 % und bei CBZ von lediglich 4 %
ermittelt. Ac-SMX wurde zu keinem Zeitpunkt im Sickerwasser gefunden.
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Abb. 17: Arzneimittelkonzentrationen im Sickerwasser (SW) der Saule 1
Aufgebrachte Stoffmengen [pg]: SMX 760; Primidon 740; CBZ 830;
Ac-SMX 480; PEMA 980; CBZ-Epoxid 990

Im Gegensatz zur Bodensaule 1 stieg die elektrische Leitfahigkeit des Sickerwassers in Saule 2 erst
nach 3 Wochen deutlich an (Abb. 18), was auf eine geringere Durchlassigkeit des Bodens schliel3en
lasst. Der Arzneimitteldurchbruch erfolgte 3-4 Wochen nach Ausbringung. Dies bedeutet, dass das
Ruckhaltevermdgen des Bodens gegeniiber den Arzneimittelwirkstoffen &hnlich ausgepragt ist wie
gegeniiber dem konservativen KBr-Tracer. Von den drei ausgebrachten Arzneimittelwirkstoffen wur-
den SMX, Primidon und CBZ im austretenden Sickerwasser detektiert, letzterer jedoch nur in einem
niedrigen Konzentrationsbereich (max. 2,4 pg/l). Wahrend einer Versuchsdauer von zehn Monaten
und 1500 mm Niederschlag wurden 81 % des ausgebrachten Primidons, 12 % SMX und lediglich 5 %
CBZ mit dem Sickerwasser ausgewaschen.
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Abb. 18: Arzneimittelkonzentrationen im Sickerwasser (SW) der Séaule 2
Aufgebrachte Stoffmengen [ug]: SMX 760; Primidon 740; CBZ 830
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In S&ule 3 war ein Durchbruch des Tracers mit dem Sickerwasser erst nach 4-5 Wochen bzw.

165 mm Beregnung zu messen (Abb. 19). Nach der gleichen Zeitspanne trat im Sickerwasser als ein-
ziger der drei ausgebrachten Wirkstoffmetaboliten PEMA auf. Insgesamt wurden von diesem Stoff

20 % der verabreichten Menge mit dem Sickerwasser verfrachtet.
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Abb. 19: Arzneimittelkonzentrationen im Sickerwasser (SW) der Saule 3
Aufgebrachte Stoffmengen [ug]: Ac-SMX 480; PEMA 980; CBZ-Epoxid 990

In Tab. 4 sind die Wiederfindungsraten von Arzneimittelwirkstoffen/Metaboliten im Sickerwasser der
Bodensaulen zusammengefasst. Hier zeigt sich, dass die Stoffe in den einzelnen Séulen in z.T. sehr
unterschiedlichem MalRe verfrachtet werden. Die Tatsache, dass die Saulen unmittelbar nebeneinan-
der gestochen wurden, macht die starke Inhomogenitat des Bodens selbst auf einer kleinen Flache
deutlich.

Tab. 4: Wiederfindungsraten von Arzneimittelwirkstoffen/Metaboliten im Sickerwasserabfluss der Bodensaulen

SMX Ac-SMX Primidon PEMA CcBz CBZ-Epoxid
Saule 1 21 % 0% 90 % 36 % 4% 27 %
Saule 2 12% 81 % 5%
Saule 3 0% 20 % 0%

Gesattigte Aquifersaulen

Mit Hilfe eines Saulenfrdsgerates wurden drei ungestorte Aquifersaulen (AS) nebeneinander aus dem
alluvialen Auenboden in Wielenbach entnommen (Abb. 20). Hierzu wurden die oberen Bodenschich-
ten auf einer Flache von 10x6 m bis zu einer Tiefe von 1,3 m abgetragen und anschliel3end die Edel-
stahlréhren mit einer Lange von 60 cm und einem Innendurchmesser von 30 cm bis auf den Grund-
wasserspiegel gefrast und ausgegraben. Am Tag der Entnahme (17.03.09) lag der Grundwasserspie-
gel sehr niedrig, d.h. zu Zeiten héherer Niederschlage befindet sich die beprobte Bodenschicht im
Grundwasseranstaubereich.
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Abb. 20: Saulenfrasgerat

In Tab. 5 sind die pH-Werte, TOC-Gehalte sowie Korngrol3enverteilungen der Aquifersédulen aufgelis-
tet. Demnach ist das Aquifermaterial leicht basisch, es weist nur einen geringen organischen Anteil
auf und ist gemanR der KorngroRenverteilung als Sand mit geringem Schluffanteil zu charakterisieren.

Tab. 5: KorngroRenverteilungen, pH-Werte und TOC-Gehalte der Aquifersaulen

N Horizont TOC N
Saule [cm] pH [g/kg TS] Korngrole
Sand: 75%
AS1 0-30 feinsandiger Schluff 7,6 3,5 Schiuff: 21 %
Ton: 4 %
. . Sand: 99,3 %
30-60 Sa”dEm;;S‘é?L‘;ﬁreer'fhe” 7.4 1,5 Schiuff: 0,2 %
gerung Ton: 0,1%
Sand: 95 %
AS2 0-30 feinsandiger Schluff 8,0 1,8 Schluff: 4%
Ton: 1%
. . Sand: 99,7 %
30-60 Sa”%m;gsg‘m]ﬁr:r']‘:he” 7.6 1,9 Schiuff: 0,2 %
gerung Ton:  0,1%
Sand: 86 %
AS3 0-20 feinsandiger Schluff 7,7 29 Schluff: 12 %
Ton: 2 %
. . Sand: 96,2 %
20-60 Sa”%m;gsgmﬁr;'fhe” 8,0 1,8 Schluff: 3,3 %
9 9 Ton: 0,5%
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Die Aquifersaulen wurden in einem Kihlraum bei 10°C aufgestellt und kontinuierlich mit einer Arznei-
mittelwirkstoff-/ Metaboliten-Mischung beaufschlagt (SMX, Primidon, PEMA, Carbamazepin, CBZ-
Epoxid, CBZ-DiOH). Die Konzentrationen der Spurenstoffe lagen im Zulauf i.d.R. zwischen 0,8 und 1
pg/l. Lediglich in der zweiten Versuchshélfte wurden die Zulaufkonzentrationen fur die Dauer von drei
Wochen auf 0,4-0,6 ug/l eingestellt. Saule AS2 wurde mit Hilfe einer Schlauchpumpe von unten nach
oben durchstrémt, bei den Saule AS1 und AS3 verlief der Sickerwasserfluss dagegen frei von oben
nach unten. Die Bodenkdérper waren wahrend der gesamten finfmonatigen Versuchsdauer mit Was-
ser Uberstaut, d.h. sie befanden sich in einem wassergesattigten Zustand. Das Porenvolumen betrug
mit 13 Litern 35 % des Saulenvolumens. Die Saulen AS1-AS3 wurden mit insgesamt 1501/ 130 |/
90 | Sickerwasser durchstréomt, was rechnerisch einem 12- / 10- / 7-fachen Austausch des Porenwas-
sers entspricht. Im austretenden Sickerwasser wurden pH-Wert und elektrische Leitfahigkeit gemes-
sen sowie aus wochentlichen Mischproben die Arzneimittelkonzentrationen mittels LC-MS/MS direkt
bestimmt. Unter Einbeziehung der Sickerwassermengen wurden die Frachten und Wiederfindungsra-
ten der einzelnen Wirkstoffe und Metaboliten ermittelt.

Die Saulen AS1 und AS2 zeigten im Auswaschungsverhalten der Spurenstoffe sehr &hnliche Verlaufe.
Nach dem Austausch eines Porenvolumens (entspricht ca. 3 Wochen Versuchsdauer) wurden bereits
Primidon, PEMA und SMX im austretenden Sickerwasser nachgewiesen (Abb. 21). Weitere drei Wo-
chen spéter erreichten die Konzentrationen von Primidon und PEMA im Sickerwasser die Zulaufwerte,
d.h. das Rickhaltevermdgen des Bodens gegeniiber diesen Stoffen war erschopft. Nach Halbierung
der Zulaufkonzentrationen ging die Belastung des Sickerwassers mit Primidon / PEMA nach Aus-
tausch eines Porenvolumens ebenfalls auf den halben Wert zuriick. SMX wurde lediglich wahrend der
ersten Versuchshélfte im Sickerwasser nachgewiesen. Nach dieser Adaptionsphase konnte sich
wahrscheinlich eine Bakterienbiozénose entwickeln, die imstande war, SMX abzubauen. Carbamaze-
pin brach mit dem Sickerwasser erst nach dem Austausch von sieben Porenvolumen durch und er-
reichte zum Versuchsende 20 % der Zulaufkonzentration. Ein &hnlicher Wert wurde auch fir CBZ-
Epoxid gemessen. Fir den polareren Metaboliten CBZ-DiOH war das Riickhaltevermdgen des Bo-
dens deutlich geringer ausgepragt.

Im Vergleich zu AS1 und AS2 brachen die aufgebrachten Substanzen in Aquifersaule AS3 etwas ver-
zogert und in geringerer Konzentration durch (Abb. 22). CBZ wurde zu keinem Zeitpunkt im Sicker-
wasser gefunden. Insgesamt spiegelte sich jedoch das oben beschriebene Sickerverhalten der Spu-
renstoffe wider.

Insgesamt wurde nach fiinfmonatiger Versuchsdauer bzw. sieben- bis zwélffachem Austausch des
Porenwassers ein Grof3teil der aufgebrachten Menge an Primidon und PEMA mit dem Sickerwasser
ausgewaschen (Abb. 23). Ein begrenzter Riickhalt des Bodens ist auch im Falle des Carbamazepin-
Metaboliten CBZ-DiOH zu erkennen. Dagegen wurden SMX, CBZ und CBZ-Epoxid in der Aquifersau-
le zu Gber 80 % zuriickgehalten.
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Abb. 23: Wiederfindungsraten der Arzneimittelwirkstoffe im Sickerwasser

Lysimeterversuche

Die Halbschalenlysimeter befinden sich zum einen im ungestérten alluvialen Auenboden (mittlerer
Feinkornanteil 67 %, TOC 1,9 %, pH 7,6), zum anderen im kiinstlich geschitteten Kiesboden. Ausge-
hend von einem Schacht wurden in 90 cm und 150 cm Tiefe jeweils drei PVC-Halbschalen mit einer
Lange von 5 m (Auffangflache 0,6 m?) leicht ansteigend in den Boden getrieben. Die Schalen verlau-
fen im Winkel von 60° strahlenférmig auseinander, wobei beide Ebenen um 30° zueinander versetzt
liegen. Die Arzneimittelwirkstoff-/Metaboliten-Mischungen wurden in 500 | Wasser gel6st und flachen-
haft auf den Lysimetern ausgebracht. Stoffe und verabreichte Mengen sind Abb. 24 und Abb. 25 zu
entnehmen. Mit Hilfe einer Beregnungsanlage wurde unmittelbar nach der Applikation ein Nieder-
schlag von 10 mm simuliert, um Wirkstoffe und Metaboliten in den Boden einzuwaschen. Nach funf
Tagen wurde auf den Lysimetern (Flache 10 m x 10 m) ein Starkregen von 75 mm in 3 Stunden simu-
liert. Der Sickerwasserfluss setzte in den Halbschalen 30 Minuten bis 4 Stunden nach Beregnungsbe-
ginn ein. Das Uber die Halbschalen austretende Sickerwasser wurde als stiindliche Mischprobe aufge-
fangen und die Abflussmengen Uber Kippzahler bestimmt. Die Stoffkonzentrationen wurden direkt mit-
tels LC-MS/MS ermittelt.

Im ungestérten Auenboden flossen insgesamt 4,5 % der Beregnungsmenge Uber die Halbschalen ab.
Das unterschiedliche Abflussverhalten der einzelnen Halbschalen ist auf die verschieden stark ausge-
pragte Anbindung an das Makroporensystem unter der Versuchsflache zurtickzuftihren. Vergleichbar
mit den Saulenversuchen wurden von den sechs ausgebrachten Arzneimittelwirkstoffen/Metaboliten
SMX, Primidon, PEMA und CBZ im Sickerwasser gefunden (Abb. 24). Die Stoffe Ac-SMX und CBZ-
Epoxid wurden im Boden vollstandig zurlickgehalten. Das Antiepileptikum Primidon erreichte im Si-
ckerwasser wiederum die hdchsten Konzentrationen. Von den ausgebrachten Mengen wurden insge-
samt 0,43 % Primidon, 0,34 % PEMA und SMX sowie 0,15 % CBZ im Sickerwasserabfluss (Summe
aller Halbschalen) wiedergefunden. Diese Werte liegen mehr als Faktor 10 unter der Auffangrate des
Beregnungswassers, was auf eine gewisse Rickhaltefunktion des Bodens gegeniber diesen Sub-
stanzen schlief3en l&sst.
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Halbschalenlysimeter mit ungestdértem Auenboden

90 cm Tiefe - SMX -~ Primidon
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Abb. 24: Arzneimittelkonzentrationen in den stiindlichen Mischproben der Halbschalenabflisse im ungestorten
Auenboden (links Halbschalen in 90 cm Tiefe; rechts Halbschalen in 150 cm Tiefe)

Aufgebrachte Stoffkonzentrationen [ug/ll:  SMX 680; Primidon 700; CBZ 640;
Ac-SMX 610;  PEMA 710; CBZ-Epoxid 670
Halbschalenlysimeter mit geschittetem Kiesboden
90 cm Tiefe W SMX “o-Primidon 5 ) Tiefe
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Abb. 25: Arzneimittelkonzentrationen in den stiindlichen Mischproben der Halbschalenabfliisse im geschitteten
Kiesboden (links Halbschalen in 90 cm Tiefe; rechts Halbschalen in 150 cm Tiefe)
Aufgebrachte Stoffkonzentrationen [ug/ll:  SMX 970; Primidon 1050; CBZ 900;
Ac-SMX 900; PEMA 920; CBZ-Epoxid 810

Im geschiitteten Kiesboden wurde lediglich 1 % des aufgebrachten Beregnungswassers mit den Halb-
schalen lateral abgeleitet. Diese im Vergleich zum ungestérten Auenboden deutlich niedrigere Auf-
fangrate ist wahrscheinlich auf ein fehlendes intaktes Makroporensystem zurlickzufiihren. Die Arznei-
mittelkonzentrationen im Sickerwasser des Kiesbodens (Abb. 25) zeigen insgesamt betrachtet eine
wesentlich hohere Streubreite als die Werte im Auenboden. Von den sechs ausgebrachten Wirkstof-
fen / Metaboliten wurde Primidon im Kiesboden am stérksten verfrachtet. Insgesamt wurden 0,09 %
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Primidon, 0,08 % PEMA, 0,07 % SMX und 0,02 % CBZ mit dem Sickerwasser ausgewaschen. Die
Metaboliten Ac-SMX und CBZ-Epoxid wurden wiederum nicht im Sickerwasser nachgewiesen.

Zusammenfassung der Saulen- und Lysimeterversuche

Die Untersuchungen mit den ungeséttigten Bodensaulen und den wassergesattigten Aquifersaulen
fuhrten hinsichtlich des Ruckhaltevermdgens des Bodens gegenliber den untersuchten Arzneimittel-
wirkstoffen/Metaboliten zu weitestgehend vergleichbaren Ergebnissen.

e Das Antibiotikum SMX wird im Boden nach einer mehrwdchigen Adaptionsphase wahrschein-
lich mikrobiell vollstandig abgebaut. Ac-SMX wird vollstandig zurtickgehalten oder abgebaut.

e Das Riickhaltevermdgen des Bodens gegeniiber dem Antiepileptikum Primidon und seinem
Metaboliten PEMA ist nach wenigen Monaten erschopft.

e Das Antiepileptikum Carbamazepin und sein Metabolit CBZ-Epoxid wurden in den ungestor-
ten Boden-/Aquiferséulen sowie in den Lysimetern zum gré3ten Teil zuriickgehalten. Das Po-
renvolumen der Saulen musste 2- bis 7-mal ausgetauscht werden, bis CBZ im Sickerwasser
nachgewiesen werden konnte. Dies entspricht einer Versuchsdauer von 1-4 Monaten. In ei-
nem Saulenversuch wurde CBZ sogar vollsténdig zuriickgehalten. Der Metabolit CBZ-DiOH
war dagegen in den Bdden sehr mobil.

3.2.3.2 Uferfiltrat / Grundwasser

Die Ubertragbarkeit der im kleinraumigen MaRstab unter Einsatz von Saulen- und Lysimeterversuchen
gewonnenen Ergebnisse auf Einzugsgebietsebene wird unter Beriicksichtigung standortspezifischer
Eigenschaften an Brunnen mit relevantem Uferfiltratanteil Gberprift. Hierzu wurden Brunnen von
Wasserversorgern ausgewahlt (Tab. 6), deren Reinwasser im Sommer 2007 vergleichsweise hohe
Carbamazepin-Konzentrationen aufwies (30-100 ng/l; die Daten entstammen dem LGL-Sonder-
untersuchungsprogramm ,Arzneimittelwirkstoffriickstande im Trinkwasser"). Die erste Beprobung der
Brunnen und angrenzenden Oberflachengewasser erfolgte vom 22.-24.04.09, eine Wiederholungsbe-
probung wurde vom 15.09.-17.09.09 durchgefiihrt. Zuséatzlich zu den in den Saulen- und Lysimeter-
versuchen eingesetzten Arzneimittelwirkstoffen/Metaboliten wurde das Réntgenkontrastmittel Ami-
dotrizoesédure sowie Ritalinsaure ins Messprogramm aufgenommen. Weiter wurden mengenmaliig
wichtige Vertreter aus der Stoffgruppe der Korrosionsinhibitoren, der Flammschutzmittel, der Herbizi-
de (Rubenspritzmittel) und der kiinstlichen Sii3stoffe in die Messungen einbezogen. Die Messergeb-
nisse zu den arzneimittelfremden Stoffen sind lediglich tabellarisch in Anhang 1 und Anhang 2 aufge-
fuhrt. Alle Stoffe mit Ausnahme der Flammschutzmittel (Analyse mit GC-MS nach flussig-flissig-
Extraktion) wurden an einem LC-MS/MS-System (Sciex 4000 Q-Trap der Fa. Applied Biosystems)
quantitativ bestimmt.
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Tab. 6: Liste der in die Untersuchungen einbezogenen Wasserversorgungsunternehmen

. . angrenzendes
Wasserversorger Wassergewinnungsgebiet N
Gewasser
anonymisiert anonymisiert Main
anonymisiert anonymisiert Main
anonymisiert anonymisiert Main
anonymisiert anonymisiert Main
anonymisiert anonymisiert Regnitz
anonymisiert anonymisiert Frankische Rezat

In Tab. 7 sind die beprobten Brunnen mit ihren baulichen, geologischen und hydrologischen Charakte-
ristika aufgelistet. Alle Brunnen befinden sich im sandigen bis kiesigen Untergrund. Die Entfernungen
der Brunnen zum infiltrierenden FlieBgewasser liegen im Bereich von 100 m bis 850 m. Die FlieRdau-
er des Uferfiltrats variiert von ca. 30 Tagen bis zu ca. 600 Tagen. Wahrend die beiden untersuchten
tieferen Brunnen keinen Uferfiltratanteil aufweisen, liegt der Uferfiltratanteil mehrerer Brunnen bei na-
hezu 100 %. Die Abflusswerte des Mains lagen bei der Probennahme im April zu ca. 50 % und im
September zu 20 % Uber dem jahrlichen Mittel. Die Abflusssituationen an Regnitz und Frankischer
Rezat entsprachen zu beiden Terminen bzw. im April dem jahrlichen Mittel, im September wies die
Frankische Rezat eine geringe Wasserfuhrung auf.
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Tab. 7: Beprobte Brunnen (anonymisiert)

Férder- | Entfemung| ke-Wert Uferfiltrat-
Geologie Tiefe | Baujahr [ menge Main m/s FlieRdauer |anteil Main
A 13m 2007 111fs 200 m 1*10° | mind.50d | ca.97 %
B 12 m 1974 12 /s 160 m 1*10° mind. 50 d ca. 97 % P
~ & Q
g ECE
C g c 12m 2003 6l/s 275 m 1¥10% | mind.50d | ca.97% | B & 5
s idgs
=R Ja=
<
D 7 g 10m | 1964 | 25Us | 106m [17410%| ca.70d | ca 9% | .
25 g
(W
o g T
E s 8 [}
Horizontal- @ 10m 1963 301/is 150 m 1,7¢10%| ca.30d ca.98% | 3
brunnen > z
=
ca.60% | @
starker
F 10m | 2006 61/s 225 m 1*10% | ca.100d | landseitiger
Einfluss
v.a. im Winter
Sicker-
wasser-
Foérder- | Entfernung | krWert anteil Main
Geologie Tiefe | Baujahr | menge Main m/s vom Main| SW
8= 9P o
< E c E mE -
G 8 2 g 10 m |ca.1988| 9-111l/s 65 m 4*10™ ca. 85 % o 10 €
n « W0
0O w5 ]
o Eo < 2O
- =8 N
S e N
H 2 S8 7m |ca. 1988| 9-11l/s 220 m 4%10™ ca.85% | .
252 &
253 T
=05 pt
S ge [}
omS 0:3
| 8 55 7m ca.1988| 9-111l/s 220 m 4*10™ ca.85% | =z
28" z
ok 0
Forder- | Entfernung | ke-Wert Uferfiltrat-| Main
Geologie Tiefe | Baujahr | menge | zum Main m/s FlieRdauer anteil SW
ca. 200 d
Grobsand bis 3 zum Main
J Mittelkies 10m 1963 151/s 520 m 3*10 min. 50 d 85%
zu Bachen
200 d 230
Feinsand bis o TETZ
K Mittel- und 8m 1976 51/s 610 m 3*10° ! 30% |08
Grobkies min. 50 d nya8
. — -
zu Bachen EE RPN
Sand-Kies N $ g
3 N
Kalkstein NS
L Tonstein 33m 1995 751ls 730 m kein =
Sandstein %
Tiefenbrunnen T
5]
3
Mittelsand -3 i =4
M schwach kiesig 11m 1977 51Iis 140 m 5*10 min. 50 d ca. 97% =
n
Mittel- 5
N Grobsand, 10m | 1995 | °1 | 160m 5¢10° | min.50d | 100%
mittelkiesig oder menr
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Forder- | Entfernung Uferfiltrat-
Geologie Tiefe | Baujahr | menge | Regnitz | k-Wert | FlieRdauer |anteil Regnitz
o " 17m | 1989 |[5-10l/s| 625m | 4,7+10*| 100-200d |44 (35) %
a
P o 18m | 1989 |5-10l/s | 625m | 4,9+10*| 200-300d |57 (15)%|
c8 =
] E 1
Q g’ 2 22 m 1989 | 5-101l/s 670 m 9,5*10* | 100-200d |75 (66) %| é
[} Ly}
5l S
D= 3 [
R % IS 5-101/s 850 m 9,9*10 200 -300 10% @™
T @ < @
[Ziye e
T8 -4 Q-
s 23 20 m 5-10l/s | 560m | 6,6*10*| 500-600d |13 (50) %
55 £
T £5 18m | 1998 |5-101s| 420m | 4,8*10*| 100-200d |79 (91) %| E
S g
= p
U L€ 5-10ls | 450m | 3,3*10%| 100-200d |64 (86)% | T
v & 18m | 2003 |5-101/s| 625m | 33+*10*| 200-400d |22 (38) %
Forder- | Entfernung Uferfiltrat- |frank.
Geologie Tiefe | Baujahr | menge Rezat k-Wert | FlieRdauer |anteil Rezat
w 1967 140m |39*10™
o
=
X © 1967 200m  |3,310"| 200-240d w @
g (Eosin) E :’%
Y ] 2008 250m  |39%10%| 180d o Q2 3
g » O (Rhodamin) ) o T
882 P $o
z & TR 20m | 1967 150m |2,3*10* 3 5
3 0 .
AA 2 20m | 1967 = 165 m 4*10* | 70d (heon £
= 38
AB 20m | 1967 g 100m {3,610 50 d (heon 2
4| 50 d (theor)
AC 20m 1967 100 m 3,9*10 26 d (ranin)
AD Tiefenbrunnen| 70m kein

Die SMX-Konzentrationen lagen im Main zwischen 40 ng/l und 70 ng/l (Abschnitt Limbach bis
Schweinfurt), in der Regnitz vor der Klaranlage (KA) Erlangen bei 75 ng/l und nach der KA bei

100 ng/l. In der Frankischen Rezat wurden Werte bis 190 ng/l gemessen (Abb. 26). Als Hauptbelas-
tungsquelle der Frankischen Rezat ist wahrscheinlich die KA Ansbach zu nennen, aber selbst kleine
Anlagen wie die KA Wassermungenau verursachen aufgrund der geringen Wasserfihrung der Rezat
eine deutliche Erhéhung der SMX-Konzentrationen im Gewasser. Die SMX-Konzentrationen der un-
tersuchten Brunnen lagen bei der zweiten Beprobung teilweise erheblich unter den Werten der ersten
Beprobung. Ein derartig ausgepréagter Unterschied war bei keinem anderen gemessenen Spurenstoff
zu beobachten (siehe Anhang 1 und Anhang 2). Die SMX-Konzentrationen der von Oberflachenwas-
ser beeinflussten Brunnen lagen i.d.R. unter den Werten der benachbarten FlieBgewasser. Wie von
Jekel und Griinheid (2007) beschrieben, tritt wahrend der Uferfiltratpassage eine teilweise Elimination
von SMX auf, in der Gré3enordnung von 50 % unter aeroben und 80 % unter anaeroben Bedingun-
gen. Teilweise lagen die Brunnen- und Rohwasserkonzentrationen Giber den aktuellen Werten des
Mains, d.h. die Wasserbeschaffenheit der Brunnen spiegelt einen zeitlich zurtickliegenden (ca. 50-100
Tage) Belastungszustand des FlieRgewassers wider. Der Hauptmetabolit Ac-SMX wurde in den Ge-
wassern nur in niedrigen Konzentrationen bis max. 50 ng/l (Frankische Rezat) gefunden. In den Brun-
nen lagen die Werte durchweg unter der Bestimmungsgrenze von 2 ng/l.
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Abb. 26: Sulfamethoxazol-Konzentrationen in Flussen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)
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Abb. 27: Primidon-Konzentrationen in Flussen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)

Die Belastung der untersuchten Gewasser mit Primidon war bei der September-Beprobung deutlich
ausgepragter als im April (Abb. 27). Die mit Abstand héchsten Werte (bis zu 87 ng/l) wurden in der
Fréankischen Rezat gemessen. Im April lagen die Konzentrationen in den Brunnen und Rohwéassern
teilweise Uber den Werten der Flie3gewasser. Nach Drewes et al. (2003) wird Primidon bei klnstlicher
Grundwasseranreicherung selbst bei einer Sickerdauer bis zu acht Jahren weder aerob noch anaerob
eliminiert. Wie auch bei den anderen Arzneimittelwirkstoffen ersichtlich, ist die Belastung der Brunnen
mit geringem Uferfiltratanteil (Tab. 7) vergleichsweise deutlich geringer. Der Metabolit PEMA verhalt
sich wahrend der Uferfiltratpassage wie der Ausgangsstoff Primidon, insgesamt sind die gemessenen
Konzentrationen in Gewassern und Brunnen etwas niedriger (Abb. 28).
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Abb. 28: PEMA-Konzentrationen in Flissen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)
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Abb. 29: Carbamazepin-Konzentrationen in Fllissen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)

Carbamazepin wurde im Main in Konzentrationen von ca. 40 ng/l (April) bis 70 ng/l (September) ge-
funden (Abb. 29). Dieser ausgepragte jahreszeitliche Unterschied kann nicht alleine mit variierenden
Pegelstanden im Fluss (Verdinnungseffekt) erklart werden (vgl. Tab. 7). An der Frankischen Rezat
haben sich die CBZ-Werte im Vergleich April / September sogar mehr als verdreifacht (max. 400 ng/l),
wahrend die Abflussmenge um lediglich 40 % zuriickging. Diese jahreszeitlichen Unterschiede spie-
gelten sich nicht in den CBZ-Konzentrationen der Brunnen wider. Insgesamt wurde an zwei Brunnen
die Konzentration von 0,1 pg/l iberschritten, die Rohwasserwerte waren jedoch deutlich geringer.
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Zum Teil lagen die Brunnen- und Rohwasserkonzentrationen - wie auch bei den anderen Arzneimit-
teln beobachtet - Gber den aktuellen Werten des Mains, was mit der FlieRdauer wéhrend der Unter-
grundpassage erklart werden kann (keine korrespondierende Probennahme). Weiter ergibt sich der
Hinweis, dass unter gegebenen hydrogeologischen Umstanden das Rickhaltevermégen des Bodens
gegeniber polaren Spurenstoffen gering ist. Die unterschiedlichen Belastungen der Brunnen sind in
der Regel weniger auf die Entfernungen Brunnen-FlieBgewasser zuriickzufiihren als vielmehr auf die
FlielRdauer und den Uferfiltratanteil (vgl. Tab. 7).

40
= Beprobung April 2009
35+ B Beprobung September 2009
30
25+
E)
2 20
15+
10+
5,
<moo|.uu._%$c>1—g,EHxA.%Ez.%on.o'n:mi—:>>33%%;><>—N§22§‘5$
z¢ g = = = §823 R
2 2 S 3o 5
z Z £ Z Z
[=} [=} o O [=}
[14 [14 x o @

Abb. 30: CBZ-Epoxid-Konzentrationen in Flissen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)
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Abb. 31: CBZ-DiOH-Konzentrationen in Flissen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)

Die CBZ-Epoxid-Konzentrationen lagen in den untersuchten FlieRgewassern um ca. Faktor 10 unter
den Werten der Ausgangssubstanz CBZ (Abb. 30). Auch in den Brunnen war dieser Trend zu beo-
bachten, die Spannweite erstreckte sich jedoch von Faktor 2 bis 25, ohne irgendwelche Standortein-
flusse erkennen zu lassen. Die Konzentrationsverlaufe von CBZ-Epoxid zeigten in den einzelnen
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Brunnenfeldern ahnliche Tendenzen wie im Falle des CBZ.

Wahrend in Klaranlagenablaufen das Verhaltnis CBZ/CBZ-DiOH (10,11-Dihydro-10,11-
dihydroxycarbamazepin) bei ca. 1:4 liegt (vgl. Tab. 2), wurde in den untersuchten FlieRgewassern le-
diglich ein Verhaltnis von maximal 1:2 registriert (Abb. 31). In den Brunnen lagen die CBZ-DiOH-
Konzentrationen mit wenigen Ausnahmen sogar deutlich unter den CBZ-Werten. Dies deutet im Ge-
gensatz zu den Beobachtungen aus den Saulenversuchen auf ein vergleichsweise besseres Abbau-
bzw. Sorptionsverhalten von CBZ-DiOH im Gewasser und im Aquifer hin. Im September lagen die
Konzentrationen an CBZ-DiOH in den Flie3gewassern um ca. Faktor 2 tiber den Aprilwerten. Die
hdchste Belastung wurde mit 740 ng/l in der Frankischen Rezat gemessen, in den Brunnen wurde da-
gegen der 100 ng/l-Wert nicht Uberschritten.

Vom Rontgenkontrastmittel Amidotrizoeséure wurden 2001 60 t an Krankenh&user und lediglich 1 t an
Apotheken verkauft. Dieser Wirkstoff ist gut nierengangig und wird in kurzer Zeit wieder unverandert
ausgeschieden. Im Zuge des Klarprozesses findet kein wesentlicher Abbau oder Ruckhalt Gber Ad-
sorption statt. Entsprechend deutlich ist die zunehmende Belastung im Gewasser nach Klaranlagen-
einleitungen zu erkennen (vgl. Regnitz bzw. Rezat; Abb. 32). Von allen untersuchten Arzneimittelwirk-
stoffen erreichte die Amidotrizoeséure sowohl in den Flie3gewéassern (max. 4800 ng/l) als auch in den
Brunnen (max. 650 ng/l) die héchsten Werte. Eine mégliche Gefahrdung der Brunnen durch das stark
belastete Wasser der Frankischen Rezat im September (Flie3dauer im Untergrund ca. 50 Tage) kann
mit dem bestehenden Datenmaterial nicht abgeschéatzt werden. In Brunnen mit geringem Uferfiltratan-
teil lagen dagegen die Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze von 50 ng/l.
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Abb. 32: Amidotrizoesaure-Konzentrationen in Flussen, Brunnen und Rohwasser (anonymisiert)

Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Oberflachengewéasser- und Brunnenbeprobung

Die Mehrzahl der beprobten Brunnen weist einen maf3geblichen Uferfiltratanteil auf. Die Stoff-
konzentrationen der von Oberflaichenwasser beeinflussten Brunnen liegen weitgehend in der Gré3en-
ordnung der benachbarten FlieRgewasser. Dies bedeutet, dass bei einer FlieRdauer von etwa 30-200
Tagen keine wesentliche Elimination der untersuchten Stoffe im Untergrund stattfindet. Teilweise lie-
gen die Stoffkonzentrationen in den Brunnen Uber den aktuellen Werten der Flisse, d.h. die Wasser-
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beschaffenheit der Brunnen spiegelt einen zeitlich zurtickliegenden Belastungszustand der FlieRge-
wasser wider. Brunnen mit geringem Uferfiltratanteil weisen vergleichsweise niedrigere Konzentratio-
nen an Arzneimitteln, Benzotriazolen und Phosphorsauretriestern auf (siehe Anhang 1 bis Anhang 3).
Allerdings steigen in diesen Brunnen die Werte der aus dem Ribenanbau stammenden Chloridazon-
metaboliten deutlich an. Keine messbaren Belastungen mit Ausnahme von Acesulfam liegen dagegen
in den tieferen Brunnen vor.

Vergleich der Ergebnisse aus Saulenversuchen und Freilandbeprobung

GemaR den aus den Sdulenversuchen gewonnenen Ergebnissen ist das Riickhaltevermdgen des Bo-
dens gegentuber Primidon, PEMA sowie CBZ-DiOH gering. Sulfamethoxazol, Carbamazepin und
CBZ-Epoxid werden dagegen in den Boden- und Aquifersdulen zum grof3ten Teil zuriickgehalten. In
der Realitat ist jedoch nur eine geringe Elimination der untersuchten polaren Spurenstoffe wéhrend
der Uferfiltratpassage zu erkennen.

Zum Verhalten von CBZ im Wasser-Sediment-System existieren widerspriichliche Angaben. Wahrend
einige Autoren der Substanz aufgrund des K,,-Wertes von 280 eine gewisse Sorptionsneigung attes-
tieren, lasst die geringe Elimination des Stoffes wahrend der Abwasserreinigung oder der Uferfiltration
auf eine hohe Mobilitat schlieRen (z.B. Heberer et al., 2002). Der niedrige Sorptionskoeffizient K4 von
1,2 I/kg (Ternes et al., 2004) deutet ebenfalls auf eine hohe Mobilitat im Boden hin. Loéffler et al. (2005)
geben an, dass der Hauptmetabolit 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-CBZ (CBZ-DiOH) aufgrund seiner
deutlich erhohten Polaritat kaum am Sediment sorbiert. Mersmann (2003) spricht von einer Aufeinan-
derfolge von Adsorption und Desorption bzw. einer Verzégerung der Freisetzung in Béden, so dass
der Wirkstoff auch einige Zeit nach dem Eintrag in das Grundwasser gelangen kann. Je héher dabei
der organische Gehalt der Béden, desto eher wird der Stoff zuriickgehalten. Ternes und Rémbke
(2005) wiesen in Saulenversuchen mit verschiedenen Bodentypen eine gewisse Immobilitéat von CBZ
nach. Auch Oppel et al. (2004) stellten in S&ulenversuchen ein geringes Auswaschungspotenzial von
CBZ fest. Allerdings bestehen auch hier Zweifel, die nicht zuletzt durch den mehrfachen Nachweis von
CBZ im Grundwasser und im Uferfiltrat gestiitzt werden. Als mdgliche Ursachen fir diesen Wider-
spruch geben die Autoren an, dass die Saulenversuche mit Bodenmaterial durchgefiihrt wurden, wéh-
rend eine Grundwasserkontamination in der Realitat durch Infiltration belasteter Wasser durch Fluss-
sedimente und Unterbdden erfolgt. Diese Erklarung trafe somit auf die eigenen Versuche mit ungesat-
tigten Bodensaulen zu. Es kann damit jedoch nicht der starke Ruickhalt von CBZ in den gesattigten
Aquifersaulen mit ungestorten Flusssedimenten erklart werden.

Der geringe Rickhalt des Bodens gegentiber den untersuchten Stoffen wahrend der Uferfiltratpassa-
ge (Oberflachengewdasser-Brunnen) ist wahrscheinlich auf die lange Kontaktzeit des Bodens mit den
entsprechenden Substanzen zurtickzufihren. So liegen Arzneimittelwirkstoffe wie z.B. CBZ schon seit
Uber 40 Jahren in der Umwelt vor, d.h. die Sorptionsflachen im Boden sind tber diesen langen Zeit-
raum aufgesattigt worden. Im Gegensatz dazu wird in S&ulenversuchen i.d.R. unbelasteter Boden
eingesetzt, der noch die vollen Sorptionseigenschaften besitzt.

3.3 Bewertung

Die Abbautests ergaben, dass Sulfamethoxazol und seine humanen Metaboliten sehr gut biologisch
abbaubar sind. Dabei wird beim Abbau der humanen Metaboliten die Muttersubstanz SMX zurtickge-
bildet, was in realen Klaranlagen bestétigt wurde. Im Zuge des weiteren Abbaus von SMX, Ac-SMX
und Glu-SMX wird in Standardexperimenten das stabile Abbauprodukt 3-Amino-5-methyl-isoxazol ge-
bildet, dessen Auftreten in Realitat jedoch nicht nachgewiesen werden konnte.
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Trotz der guten biologischen Abbaubarkeit von SMX findet sich die Substanz wegen der hohen
Verbrauchsmengen in signifikanten Mengen im Gewasser. Im Oberflachengewasser liegen die Kon-
zentrationen von SMX meist unterhalb von 0,1 pg/l. Der Metabolit Ac-SMX findet sich in Konzentratio-
nen bis 0,02 pg/l. Die SMX-Messwerte sind um den Faktor 300 kleiner als die niedrigste bekannte Ef-
fektkonzentration von 30 ug/l im Phototoxizitatstest. Die fir SMX ermittelte PNEC (predicted no effect
concentration) liegt mit einem Wert von 0,3 ug/l (Sicherheitsfaktor 100; vgl. Anhang 4) ebenfalls noch
Uber der Gewésserkonzentration. Eine weiterer im Auftrag der LAWA (2005) abgeleiteter Umweltquali-
tatsnorm-Vorschlag fir aquatische Lebensgemeinschaften liegt mit einem Wert von 0,15 pg/l jedoch
bereits im Konzentrationsbereich der untersuchten FlielRgewasser. Somit ist in stark belasteten Ge-
wassern v.a. nach Klaranlageneinleitungen eine 6kotoxikologische Gefahrdung durch Sulfonamide
nicht auszuschlieRen.

Wie Nachweise in ufernahen Brunnen jedoch zeigen, wird Sulfamethoxazol durch die Passage im Un-
tergrund nur unter bestimmten Bedingungen und auch nicht vollstandig zurtickgehalten und gelangt
damit potentiell ins Grundwasser. In den Brunnen wurden sogar teilweise hohere Konzentrationen als
im infiltrierenden Oberflachengewasser gemessen, was durch die FlieRdauer im Untergrund erklért
werden kann (keine korrespondierende Probennahme). Da ohne weitere Trinkwasseraufbereitung ggf.
auch mit entsprechenden Konzentrationen im Reinwasser zu rechnen ist, kann eine Kontamination
des Trinkwassers mit SMX erfolgen.

Die Verfrachtung von SMX mit dem Sickerwasser ins Grundwasser wurde in Saulen- und Lysimeter-
versuchen bestatigt. Hingegen wurde der SMX-Metabolit Ac-SMX nicht verfrachtet und ist auch nicht
in ufernahen Brunnen nachweisbar.

Das Antiepileptikum Carbamazepin ist biologisch nicht abbaubar. Auch der humane Hauptmetabolit
CBZ-DiOH zeigt nur eine geringe Elimination von ca. 25 %. Die gemessenen Konzentrationen im
Klaranlagenablauf liegen bei 1 pg/l fir Carbamazepin, wéhrend die Konzentrationen von CBZ-DiOH
etwa doppelt so hoch sind. Dieses Konzentrationsverhéltnis findet sich auch im Oberflichengewésser
mit bis zu 0,4 pg/l CBZ und bis zu 0,75 pg/l CBZ-DiOH wieder. Fur Carbamazepin werden Vorschlage
zu PNEC-Werten im Bereich von 0,5 pg/l bis 17 pg/l genannt (siehe 3.1.1), was den gemessenen
Konzentrationen in den Flissen sehr nahe kommt.

In den Séaulen- und Lysimeteruntersuchungen zeigt Carbamazepin nur eine sehr geringe Mobilitat.
Trotzdem wird es regelméaRig im Grundwasser nachgewiesen. Laut Literatur kann dieser Widerspruch
maoglicherweise auf die unterschiedlichen Sorptionseigenschaften der in den Versuchen verwendeten
Bdden und des realen Aquifers zurtickgefiihrt werden. Dies erklart jedoch nicht den starken Riickhalt
von CBZ in den gesattigten Aquifersaulen mit ungestorten Flusssedimenten. Als Hauptgrund fiir die
abweichenden Ergebnisse aus Labor- und Freilanduntersuchungen sind wahrscheinlich die unter-
schiedlich langen Belastungszeiten und damit Aufsattigungszeiten der Boden mit Arzneimittelwirkstof-
fen zu nennen. Diese liegen im Labor in der Gré3enordnung von Monaten, in der Realitat wie am Bei-
spiel des CBZs bei etwa 40 Jahren. Gerade in Hinblick auf die nachgewiesene hohe Persistenz und
Okotoxizitat sollte das Auftreten dieses Wirkstoffs unbedingt weiter untersucht und sein Transport ins
Grundwasser mit unterschiedlichen Bodenmaterialien eindeutig geklart werden. Zudem wurde gezeigt,
dass der Hauptmetabolit CBZ-DiOH ebenfalls in das Grundwasser infiltriert, was zu Konzentrationen
in ufernahen Brunnen bis zu 0,1 pg/l fihrt. Aus der ubiquitaren Verbreitung des Metaboliten folgt, dass
sein Gefahrdungspotenzial unbedingt geklart werden muss.

Zur biologischen Abbaubarkeit des Antiepileptikums Primidon und seines humanen Metaboliten
PEMA gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben. Die in diesem Projekt ermittelten Abbauda-
ten leisten einen Beitrag zur Klarung dieses Sachverhalts. Weder Primidon noch PEMA erfiillen die
Kriterien zur leichten bzw. potenziellen biologischen Abbaubarkeit und wurden auch in den Laborkléar-
anlagen nicht signifikant eliminiert. Die mittlere Elimination in der realen Klaranlage war mit 20-30 %
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ebenfalls gering. Es kann davon ausgegangen werden, dass Primidon und PEMA biologisch schlecht
abbaubar sind.

Hingegen konnte die in der Literatur beschriebene hohe Mobilitat von Primidon und PEMA sowohl in
den Saulen- als auch in den Lysimeterversuchen bestétigt werden. Beide Substanzen wurden nach
wenigen Wochen in den Bodensaulen nicht mehr zurtickgehalten. Folgerichtig wurden beide Stoffe
sowohl in Oberflachengewdassern als auch in den untersuchten Uferfiltratsbrunnen in mittleren Kon-
zentrationen von 10-20 ng/l nachgewiesen. Damit sind Primidon und PEMA auf jeden Fall als poten-
zielle Grundwasserkontaminanten einzustufen.

In der Literatur liegen fir den Metaboliten Ritalinsaure weder Daten zum Verhalten bei der Abwas-
sereinigung noch zum Auftreten in Gewassern vor. Weiter gibt es keine Kenntnisse zur Okotoxizitat.
Nach eigenen Untersuchungen wird Ritalinsaure in der realen Kléaranlage mit einer mittleren Eliminati-
on von 16 % kaum abgebaut. In Main und Regnitz wurden Konzentrationen von 5 ng/l bis 23 ng/l ge-
messen, in der Frankischen Rezat wurden Werte bis 23 ng/l erreicht. Die Belastung der uferfiltratbe-
einflussten Brunnen lag im Bereich der Bestimmungsgrenze von 2 ng/l. Nachdem die Muttersubstanz
Ritalin erst in den letzten Jahren in grof3eren Mengen verschrieben wurde (siehe 3.1.4.), dirfte Rita-
linséure in den Flissen im genannten Konzentrationsbereich erst seit kurzer Zeit auftreten. Somit ist
mit einer moglichen Abnahme der Sorption im Aquifer ein kiinftiger Anstieg der Konzentrationen in
den Brunnen nicht auszuschlieBen. Aufgrund der stark ansteigenden Verschreibungsmengen von Ri-
talin sollte das Gefahrdungspotenzial des Metaboliten unbedingt geklart werden.

Stofflibergreifend lassen sich folgende Kernaussagen festhalten:

e Die Konzentrationen der Metaboliten in Klaranlagen, Oberflachengewassern und im Uferfiltrat
liegen meist in der gleichen GréRenordnung wie die der Wirkstoffe selbst.

e Auch hinsichtlich der Abbaubarkeit zeigen die Metaboliten keine deutliche Verbesserung im
Vergleich zu den Muttersubstanzen; die Muttersubstanzen werden teilweise beim biologi-
schen Abbau wieder zurlickgebildet.

e Durch die Metabolisierung der Arzneimittel steigert sich nicht der Riickhalt im Boden, wodurch
Metaboliten wie auch Muttersubstanzen partiell auch ins Grundwasser verfrachtet werden.

Hinsichtlich des Auftretens, Abbaus und der Verteilung zeigen humane Arzneimittelmetaboliten ein
ahnliches Verhalten wie die Arzneimittel selbst. Somit ist auch bei den Arzneimittelmetaboliten von ei-
ner eindeutigen Umweltexposition auszugehen. Wie hoch die Gefahrdung der Umwelt durch die Arz-
neimittelmetaboliten ist, kann aufgrund fehlender Daten zur Okotoxizitat nicht geklart werden.
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4 Mikrobiologische und molekularbiologische Untersu-
chungen zum Abbau von Sulfamethoxazol

4.1 Einleitung

Arzneimittel sind daraufhin entwickelt, einen biologischen Effekt zu zeigen. Daher gebihrt ihnen be-
sondere Aufmerksamkeit im Hinblick auf ihre Risikobewertung fur die Umwelt (Fent et al., 2006). Mo-
nitoring-Programme zeigen, dass Arzneimittel oder ihre Metaboliten heute tiberwiegend tiber den Weg
Abwasser, Klaranlagenablauf bzw. Klarschlamm, aber auch aus Mulldeponien (Daughton und Ternes,
1999) in die Umwelt gelangen. Mittlerweile sind sie in allen Umweltkompartimenten nachzuweisen, im
aquatischen Raum im ng/I- bis pg/l-Bereich (z.B. Heberer, 2002b; Kimmerer, 2008; Ternes und Joss,
2007). Fir ausgewdhlte Einzelsubstanzen liegen auch zu Elimination und Okotoxikologie Daten vor,
die meist Uber normierte Testverfahren ermittelt wurden (vgl. Kap. 3.2). Da die Versuchsbedingungen
wie Biomassekonzentration, Schlammbelastung, Temperatur, Redoxpotential und Testdauer oft weit
von den realen Verhéltnissen entfernt sind, bieten diese Studien jedoch nur bedingt belastbare Aus-
sagen Uber Abbaupotential und Stoffverteilung in der Umwelt (Baran et al., 2006; Ingerslev und Hal-
ling-Sgrensen, 2000; Kiimmerer et al., 2004; Perez et al., 2005).

Eine der wichtigsten Wirkstoffgruppen, sowohl vom Anwendungsbereich, den Verbrauchsmengen, als
auch den moglichen Folgen ihres Eintrags in die aquatische Umwelt sind Antibiotika. Wie in Kapitel
3.1.2 beschrieben, gelangen sie als Wirksubstanz, als Konjugate, die unter Freisetzung der Wirksub-
stanz von Organismen wieder gespalten werden kénnen (z.B. Glucuronide, acetylierte Derivate) oder
als andere Metaboliten mit Urin oder Fazes ins Abwasser (z.B. Sulfamethoxazol, Makrolide, Gobel et
al., 2007). Aufgrund ihres Wirkmechanismus ist nicht auszuschliel3en, dass sie Zusammensetzung
und/oder Wachstumsverhalten mikrobieller Biozénosen beeinflussen. Weiter stellt die Bildung von Re-
sistenzen bzw. die Weitergabe Plasmid-gebundener Resistenzgene durch horizontalen Gentransfer
an Umweltbakterien ein nicht unerhebliches Risiko dar (Agerso und Petersen, 2007; Witte, 2004). Zu-
dem werden Antibiotika als Induktoren fur die inter-organismische Kommunikation diskutiert (Fajardo
und Martinez, 2008).

Innerhalb der Antibiotika wurde gezeigt, dass schlecht adsorbierende Substanzen wie Sulfonamide bis
in die Wasserkompartimente Uferfiltrat/Grundwasser durchschlagen kénnen (Schmidt und Brauch,
2006). Daher wurde im vorliegenden Projekt flr mikrobiologische Untersuchungen zum Arzneimittel-
Abbau das Sulfonamid-Antibiotikum Sulfamethoxazol (SMX) als Modellsubstanz ausgewahlt, um des-
sen Abbauverhalten und -potential durch abwasserburtige Biozénosen zu klaren.

Der Einfluss von Sulfonamiden direkt auf Abwasserbiozénosen, z.B. dadurch bedingte Populations-
verschiebungen in Richtung SMX-abbauende Biozénosen und Adaptionen, ist bisher kaum unter-
sucht. Perez et al. (2005) wiesen fir hoch belasteten Belebtschlamm gute Eliminationsraten nach.
Kreuzinger et al. (2004) zeigten, dass hydraulische Aufenthaltszeit sowie Schlammalter von Hochlast-
anlagen oft zu kurz fir einen nennenswerten Abbau sind. Weiter ist oft weniger das Schlammalter
ausschlaggebend fir einen besseren Abbau als vielmehr eine "héhere Aktivitat" der Biomasse (G6bel
et al., 2007). Daruiber hinaus kann auch eine unausgewogene Abwasserzusammensetzung mit Koh-
lenstoff- und/oder Stickstoffmangel dazu fiihren, dass SMX einem Abbau zuganglich wird. Es dient
dabei offensichtlich als Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle (Drillia et al., 2005a).

All den bisherigen Untersuchungen ist gemein, dass nur eine "Elimination”, nicht ein Abbau von Sulfo-
namiden nachgewiesen wurde. Weiter wurde der Einfluss wichtiger Humanmetaboliten, insbesondere
der haufig auftretenden acetylierten Formen der Ausgangssubstanz nicht beriicksichtigt.
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Erstes Ziel der vorliegenden mikrobiologischen Untersuchungen war es, das Auftreten sowie die Aus-
breitung von SMX und dessen Metaboliten in verschiedenen Klaranlagenkompartimenten nachzuwei-
sen, um den Einfluss der einzelnen Behandlungsstufen zu prufen. Zur Ermittlung des Eliminationsver-
haltens von SMX wurden modellhaft kommunale Klaranlagen mit zwei unterschiedlichen Verfahren
ausgewabhlt: eine zweistufige Belebungsanlage sowie eine Membranbelebungsanlage. Der Schwer-
punkt lag dabei auf der Ermittlung sowohl der biologischen als auch der physikalischen Elimination
(Sorption). Die Analytik hierzu wurde von Ref. 75 des LfU, vom Lehrstuhl fir Siedlungswasserwirt-
schaft der TU Minchen, vom Institut fir Umweltmedizin und Krankenhaushygiene der Universitatskli-
nik Freiburg bzw. vom Labor Wilhelm, Schrobenhausen, durchgefthrt.

Nachstes Ziel war es, aus der hochaktiven Biozénose der ersten Stufe der zweistufigen Anlage eine
Anreicherungskultur zu gewinnen, die nicht nur Aufschluss Uber die potentielle SMX-Elimination ge-
ben sollte, sondern auch tiber die Bildung von Metaboliten durch bakterielle Aktivitaten. Uber Popula-
tionsanalysen der beteiligten Bakterien sollten durch mikrobiologische und molekularbiologische Un-
tersuchungen Leit- und Indikatororganismen fiir den SMX-Abbau ermittelt und nach Méglichkeit auch
taxonomisch eingeordnet werden. Gezielte Abbauversuche mit diesen Organismen als Konsortium
sollten erste Aussagen zum SMX-Abbauverhalten unter definierten Umweltbedingungen liefern.

Schlief3lich sollten erste Untersuchungen zum Auftreten bekannter Sulfonamid-Resistenzgene in ver-
schiedenen Klaranlagen-Kompartimenten Aufschluss Gber die Risiken eines Eintrags in die Umwelt
geben.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Beprobung von Klaranlagen

Fir ein Screening von Arzneimitteln sowie von Sulfonamid-Resistenzgenen wurden zwei kommunale
Klaranlagen ausgewahlt: eine konventionelle zweistufige Belebungsanlage (KBA-M2) und eine einstu-
fige Membranbelebungsanlage (MBA-MH). Die konventionelle Belebungsanlage KBA-M2 mit 1 Mio.
EW besteht aus einer Hochlaststufe (BTS = 0,64 kg BSBs/kg*d, Kohlenstoffelimination mit vorgeschal-
teter Denitrifikation) und einer Niedriglaststufe (BTS = 0,02-0,05 kg BSBs/kg*d, Nitrifikation). Die ein-
stufige Membrananlage MBA-MH mit 9.700 EW (BTS < 0,15 kg BSBs/kg*d, intermittierende Nitrifikati-
on/Denitrifikation) ging 2003 in Betrieb und war zu diesem Zeitpunkt die grof3te MBA in Deutschland
(Bleisteiner et al., 2006). Die Trenngrenze der eingesetzten Membranen betragt 0,2 um zum theoreti-
schen Ruckhalt moglichst aller Feststoffe, aller Bakterien und der meisten Viren. Von beiden Anlagen
wurden Rohabwasser sowie Zu- und Ablaufe der Belebungsbecken als 24 h-Mischproben und Be-
lebtschlamme als Stichproben untersucht (4 Probenahmetage: Februar 2007, Februar/Marz 2008, Ju-
li/August 2008 und September/Oktober 2008).

4.2.2 Batch-Versuche

Fir den Nachweis eines Abbaus von SMX kamen Batch-Versuche im semikontinuierlichen "fill and
draw"- Verfahren mit einem Volumen von 1,5 | und einer Biomassekonzentration von 0,2 bis 0,3 g TS/I
mit je 2 Parallelen fur zwei Ansétze mit verschiedenen SMX-Konzentrationen sowie eine Kontrolle oh-
ne SMX-Zugabe zum Einsatz. Die Animpfung erfolgte mit Hochlast-Belebtschlamm der KBA-M2. Als
synthetisches Medium diente das im Zahn-Wellenstest (DEV, 2000) verwendete Nahrmedium mit zu-
satzlich 0,1 ml/l einer Spurenelementldsung nach Hoagland. Als Kohlenstoffquelle wurde im Kontroll-
ansatz la/b Acetat zudosiert. In den Versuchsansétzen 2a/b und 3a/b wurde in der Adaptionsphase
Acetat und als Cosubstrat SMX in verschiedenen Konzentrationen angeboten (Tab. 8). Als Stickstoff-
guelle diente Ammoniumnitrat. In der zweiten Versuchsphase wurde in 2a/b die SMX-Konzentration
erhodht und in 3 a/b SMX als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle angeboten. Die Versuchsansét-
ze wurden unter aeroben Bedingungen (7-8 mg/l O,), bei 24 bis 26°C im Dunkeln Gber 10 Wochen
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(Adaptionsphase 1 = 6 Wochen, Versuchsphase 2 = 4 Wochen) inkubiert. Fir die chemische Analytik
(SMX und DOC) wurde 2-mal pro Woche nach 30 min Schlammsedimentation 200 ml Uberstand ent-
nommen und 200 ml Nahrmedium zugegeben. Konzentrationsangaben fir Acetat, SMX und Ammoni-
umnitrat bei Versuchsbeginn und die zudosierten Konzentrationen der einzelnen Stoffe wahrend der
beiden Versuchsphasen sind in Tabelle 8 aufgelistet. Gegen Ende der Versuchsphase wurden zusatz-
lich zu den Proben der Wasserphase auch Schlammproben der Ansétze 2 und 3 fir SMX-Analytik
eingefroren. Zusatzlich wurden mit diesen Schlammen Kultivierungsversuche durchgefiihrt mit dem
Ziel, Isolate von SMX abbauenden Mikroorganismen zu gewinnen. Mit molekularbiologischen Unter-
suchungen wurden Schlamme von allen drei Versuchsanséatzen am Ende der Adaptionsphase und am
Ende der Versuchsphase im Hinblick auf eine Adaption der Belebtschlammbiozdnose analysiert.

Tab. 8: Dosierung von Acetat (Na-Ac) und SMX bzw. Ammoniumnitrat wahrend der Versuchsphasen 1 und 2
(Zugabe N&hrmedium 2x/Woche, Konzentrationen in mg/l)

Kontrollansatz 1a/lb Ansatz 2a/2b Ansatz 3a/b
Acetat- | NH4NO3- Ace- | NH4NOs- Ace- | NH4NO3

C N SMX tat-C N SMX tat-C -N SMX
'g‘::f’t" 10 10

88 2,6 0 88 2,6 =4,7 mg Cl/l 88 2,6 =4,7 mg Cl/l
phase 1 =1,7 mg N/I =1,7 mg N/l
Start =5fmg =+fmg
1.-2. 1,3 1,3
Woche =0,6 mg Cl/lI =0,6 mg C/l

11,7 0,35 0 11,7 0,35 - 0,2 mg N/l 11,7 0,35 = 0.2 mg N/I
3.-6. 1,3 12
Woche =0,6 mg Cl/lI =5,6 mg C/l

11,7 0,35 0 11,7 0,35 -02 mg N 11,7 0,35 =20 mg NI
ver- 10 50
suchs-

88 2,6 0 88 2,6 =4,7 mg C/| 0 0 =23,5mg C/I
phase 2 =1,7 mg N/l = 8,3 mg NIl
Start =4fmg = 6smg
1.-2. 10 19
Woche =4,7mg C/l =8,9mg Cl/l

19,4 0,35 0 19,4 0,35 ~ 1.7 mg N/ 0 0 =31 mg N/
3.-4. 10 50
Woche =4,7mg C/l =23,5mg C/I

19,4 0,35 0 19,4 0,35 =17 mg N/I 0 0 8.3 mg NI

4.2.3 Chemische Analytik

4231 DOC-Messungen

Die wassrigen Proben wurden tber einen Membranfilter (Porengrof3e 0,45 um) filtriert. Die Bestim-
mung des geldsten organischen Kohlenstoffes (DOC) erfolgte nach EN 1484 DEV H3 (DEV, 2000).

4.2.3.2 Sulfamethoxazol (SMX), N-Acetyl-Sulfamethoxazol (Ac-SMX) sowie die Metaboliten 3-
Amino-5-methyl-isoxazol, 3-Amino-isoxazol und Isoxazol
Die Quantifizierung von SMX, seines Human-Metaboliten Ac-SMX sowie des Metaboliten 3-Amino-5-
methyl-isoxazol in wassrigen Proben erfolgte im Ref.75 des LfU mit Hilfe der LC-MS/MS ohne vorheri-
ge Anreicherung. Die Nachweisgrenze liegt bei 50 ng/l. Die Analytik der beiden Substanzen 3-Amino-
isoxazol und Isoxazol wurde vom Labor Wilhelm (Speziallabor fir organische Analytik, Schrobenhau-
sen) unter Anwendung der GC/MS-Analyse (chem. lonisation mit Methanol) an einer alkalisch deakti-
vierten Trennséaule durchgefihrt. Als interne Standards wurden Pyridin und 2-Aminopyridin eingesetzt.
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Die Nachweisgrenze liegt bei 0,1 mg/I.

Zusatzlich wurden Schlammproben beider Klaranlagen und der Batch-Versuche am Institut fir Um-
weltmedizin und Krankenhaushygiene der Universitatsklinik Freiburg auf SMX untersucht.

4.2.3.3 Acetatmessungen

Die Acetatmessung in wassriger Probe erfolgte mit Hilfe der lonenchromatographie am Lehrstuhl fir
Siedlungswasserwirtschaft der TU Minchen. Die Proben wurden vor der Analyse bei 15.000x g 5 min
zentrifugiert, um Feststoffe abzutrennen.

4.2.4 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

Fur die Charakterisierung der Belebtschlammbiozénosen der Batch-Versuche wurden verschiedene
Techniken eingesetzt. Die Kultivierungstechnik wurde verwendet, um Reinkulturen aus den SMX-
angereicherten Batch-Schlammen zu gewinnen. Nach erfolgreicher Identifizierung wurden diese Rein-
kulturen fur gezielte SMX-Abbauversuche eingesetzt. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
wurde verwendet, um die fur die Abwasserreinigung relevanten Bakteriengruppen in den Batch-
Schlammen nachzuweisen und zu quantifizieren. Zur effizienten Ermittlung der bakteriellen Vielfalt in-
nerhalb dieser Gruppen wurde die Polymerasekettenreaktion mit der Denaturierenden Gelelektropho-
rese (PCR-DGGE) kombiniert. Die Gewinnung und Identifizierung von Reinkulturen sowie die Se-
quenzierung und Sequenzanalyse von dominierenden DGGE-Banden in SMX-angereicherten
Schlammen lieferten Informationen Uber potentielle SMX abbauende Mikroorganismen und erméglich-
ten den Einsatz von FISH mit spezifischen Sonden fir SMX-Abbauer. Das Vorkommen von SMX-
Resistenzgenen als ein weiteres Untersuchungsziel in diesem Projekt wurde in verschiedenen Klaran-
lagen-Kompartimenten bis hin zum Ablauf untersucht, um eine Aussage Uber den Eintrag in das Ge-
wasser und ein potentielles Umweltrisiko treffen zu kénnen. Hierfir wurde die PCR-Technik mit spezi-
fischen Primern zur Detektion von Sulfonamid-Resistenzgenen eingesetzt.

4.2.4.1 Kultivierungstechnik und Charakterisierung der gewonnenen Isolate

Die Reinkulturen wurden aus SMX abbauenden Belebtschlammbioztnosen der Batch-Versuche ge-
wonnen. Fir die Isolierung und Aufreinigung der Mikroorganismen kam ein angepasstes R2A-Medium
zum Einsatz, das sich aus verschiedenen C-Quellen und 50 mg/l SMX zusammensetzte (Pei et al.,
2006, Reasoner und Geldreich, 1985). Weiter wurden zwei verschiedene Nahrmedien in Anlehnung
an den Zahn-Wellenstest (DEV, 2000) verwendet: ZWB-Medium mit 50 mg/l SMX als Kohlenstoffquel-
le sowie 7,5 mg/l Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle; ZWC-Medium mit 50 mg/l SMX als alleinige
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Zu beiden ZW-Medien wurde zuséatzlich 0,1 ml/l einer Spurenele-
mentldsung nach Hoagland zudosiert. Alle Nahrmedien wurden mit 15 g/l Agar verfestigt. Die Inkuba-
tion der Isolate erfolgte bei 20°C fiir 14 bis 28 d in Abhangigkeit ihres Wachstums.

Eine erste Einteilung der gewonnenen Isolate erfolgte tiber ihre Kolonie- und Zellmorphologie sowie
ihr Gram-Farbeverhalten. Die fur die Identifizierung verwendeten molekularbiologischen Methoden
sind im Folgenden beschrieben.

4242 Fluoreszenz in situ Hybrdisierung (FISH)

Zur Charakterisierung der Belebtschlammbiozénosen wurden Gensonden (mit einem Fluoreszenz-
farbstoff markierte rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden, Tab. 9) fiir die in der Literatur beschriebe-
nen dominanten Bakteriengruppen von Abwasserbiozénosen eingesetzt (Bjérnsson et al., 2002, Loy
et al., 2003, Manz et al., 1994, Snaidr et al., 1997). Die Oligonukleotidsonden wurden von der Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die FISH-Methode (siehe Amann,
1995; Arbeiter, 2008) ermdglicht die mikroskopische Identifizierung der verschiedenen Organismen
direkt in der Belebtschlammflocke. Die Quantifizierung der FISH-Signale erfolgt tiber die Einteilung in
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5 Kategorien von 0 = keine bis 5 = sehr viele Signale, mit einem Faktor 10 zwischen den Kategorien
(Muller et al., 2007). Nach ldentifizierung der Reinkulturen und Auswertung der Sequenzierung der
dominierenden DGGE-Banden in den SMX-angereicherten Schlammen wurden spezifische Genson-
den fir potentielle SMX-Abbauer ausgewéhlt und diese mit der FISH-Technik in situ detektiert (Tab.
9).

Tab. 9: Verwendete rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden mit den zu detektierenden Zielorganismen sowie flr
die Hybridisierung verwendete Formamidkonzentrationen

rRNA gerichtete ] . . )
. . Zielorganismus/-gruppe [Formamid [%)] | Literatur
Oligonukleotidsonde
EUB338 i
Bacteria
EUB338-II .
Bacteria, Planctomycetales | 0-60 (Loy et al., 2003)
EUB338llI ) . .
. Bacteria, Verrucomicrobia
= EUB338-Mix
Bet42a Betaproteobacteria 35 (Loy et al., 2003)
Gam42a Gammaproteobacteria 35 (Loy et al., 2003)
Alf969 Alphaproteobacteria 20 (Loy et al., 2003)
CF931a Bacteroidetes 35 (Loy et al., 2003)
LGC35a,b,c Firmicutes 35 (Loy et al., 2003)
HGC1156 Actinobacteria 20 (Erhart, 1997)
GNSB941 Chloroflexi 35 (Bjornsson et al., 2002)
Z0GL0828 Zoogloea spp. 35 (Loy et al., 2003)
Parc0651 Paracoccus spp. 40 (Loy et al., 2003)
Pdi659 Brevundimonas spp. 20 (Loy et al., 2003)
G-Gor-0596-a-A22 Gordonia spp. 20 (Loy et al., 2003)
Corynebacterineae = Myco-
Myc657 Iat 30 (Davenport et al., 2000)
ata

4.2.4.3  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine einfache und
schnelle Methode, um geringe Mengen an DNA nach einem Extraktionsschritt zu vervielfaltigen
(amplifizieren). In diesem Projekt wurde die PCR-Technik kombiniert mit anderen Methoden fiir ver-
schiedene Fragestellungen eingesetzt. Die Amplifikation der DNA wurde mit dem HotStarTaq Master
Mix Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) in Anlehnung an das vom Hersteller empfohlene Protokoll
durchgefihrt. In der Tab. 10 sind die verwendeten Primer (Synthese Eurofins MWG Operon) mit ihrer
zugehorigen Spezifitat, der angewandten Methode und den verwendeten PCR-Bedingungen gelistet.
In drei Diplomarbeiten sind detaillierte Informationen zu den durchgefiihrten PCR-Techniken zu fin-
den, fir die PCR-DGGE bei Arbeiter (2008), fur die PCR-RFLP bei Vierheilig (2009) und fur die PCR
der Sulfonamid-Resistenzgene bei Reutelshdfer (2009).
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Tab. 10: Verwendete Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der 16S rDNA und der Sulfonamid-

Resistenzgene mit Spezifitat, eingesetzter Methode sowie PCR-Bedingungen

Primer Spezifitat Methode PCR._ Literatur
Bedingungen
GC-341f 16S rDNA o
907r Bacteria PCR-DGGE Ta=52°C (Muyzer et al., 1995)
Beta680f 16S rDNA Betaproteo- Ta=56°C .
GC-1055r bacteria PCR-DGGE Ta=51°C (Gich et al., 2005)
6a5f 16S rDNA Gammaprote-
obacteria PCR-DGGE Ta=62°C (Ranjard et al., 1998)
GC-1055r .
Betaproteobacteria
GC-517f 16S rDNA Alphaproteo- Ta=68°C :
AIf9BST bacteria PCR-DGGE Ta=62°C (Gich et al., 2005)
1.PCR
ﬁgffg;r Nested PCR
16S rDNA Actinobacteria | PCR-DGGE 1.PCR Ta=58°C | (Miller, 2006)
2.PCR 2.PCR Ta=52°C
GC-341f ' a
907r
GNSB941f |[16S rDNA ot .
1492r Chloroflexi PCR-DGGE Ta=55°C (Gich et al., 2001)
27f 16S rDNA e
1492r Bacteria PCR-RFLP Ta=52°C (Lane, 1991)
3411 Sequenzierun
1055r 16S rDNA vor? DGGE- 9 Fa. Eurofins (Lane, 1991)
517f Banden MWG Operon (Gich et al., 2001)
GNSB951f
517r Sequenzierung '
341f 165 rQNA von Reinkultu- Fa. Eurofins (Lane, 1991)
Bacteria MWG Operon
907f ren
Sulif Sulfonamid- PCR o .
Sullr Resistenzgen Sull real-time PCR Ta=65"C (Pei etal., 2006)
Sul2f Sulfonamid- PCR _ R .
Sul2r Resistenzgen Sul2 real-time PCR Ta=57,5°C (Pei etal., 2006)
Sul3f Sulfonamid- PCR P .
Sul3r Resistenzgen Sul3 real-time PCR Ta=61°C (Pei etal., 2006)
341f 16S rDNA . R
543r Bacteria real-time PCR [ Ta=55°C (Lane, 1991)

DNA-Extraktion

Verschiedene DNA-Extraktionsmethoden wurden in Abhangigkeit vom Probentyp angewandt. Die
DNA aus den Batch-Schlammen (Diversitatsbestimmung mit PCR-DGGE) wurde mit Hilfe des
FASTDNA SPIN Kit (MP Biomedical Europe, llikirch, Frankreich) extrahiert. Die dominanten DGGE-
Banden der SMX-angereicherten Schlamme wurden nicht mit einem Kit, sondern nach folgendem
Protokoll extrahiert: sie wurden nach Zugabe von 100 pl TE-Puffer (100 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA,
pH 7) bei 37°C 3 h geschiittelt. Davon wurden 80 ul unter Zugabe von 160 pl kaltem Ethanol und 4 pl
Glycogen (20ng/ul) bei -20°C tber Nacht inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (14.000x g,

15 min bei 4°C) wurde das Pellet getrocknet und in 10 pl H,Oyeinst aufgenommen. Die DNA-Extraktion
aus den Reinkulturen (Identifzierung mit PCR-RFLP und Sequenzierung) wurde mit dem Blood/Tissue
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Kit nach dem "Protokoll fur blood" durchgefiihrt (Qiagen). Verschiedene Probenvolumina aus den
Klaranlagen-Kompartimenten zum Nachweis von Sulfonamid-Resistenzgenen mit PCR (Tab. 11) wur-
den Uber einen Polycarbonatfilter (Millipore, Durchmesser 47 mm, Porengréf3e 0,22 um) filtriert, um
die DNA anzureichern. Anschlie3end wurde die DNA Uber eine Phenol-Chloroform-
Extraktionsmethode extrahiert (detaillierte Beschreibung siehe Reutelshéfer, 2009). Alle DNA-Extrakte
wurden bei -20°C gelagert.

Tab. 11: Filtrierte Probenvolumina aus den Klaranlagen-Kompartimenten fiir den Nachweis von Sulfonamid-
Resistenzgenen (BB=Belebungsbecken, BS=Belebtschlamm)

Probe Filtriertes Probe Filtriertes
Volumen Volumen
KBA-M2 Rohabwasser 10 ml MBA-MH Rohabwasser 10 ml
KBA-M2 Zulauf BB1 20 ml MBA-MH Zulauf BB 15 ml
KBA-M2 BS BB1 0,5und 1 ml MBA-MH BS 0,5und 1 ml
KBA-M2 Zulauf BB2 40 mi MBA-MH BS-Uberstand 70 ml
KBA-M2 BS BB2 0,5und 1 ml MBA-MH Ablauf 1000 ml
KBA-M2 Ablauf vor UV 100 ml
KBA-M2 Ablauf nach UV 100 ml

PCR-DGGE

Mit dieser Methode wurde aus dem Schlamm gewonnene DNA Uber die PCR mit Primern spezifisch
fur die Doméne Bacteria und fiir bestimmte Bakteriengruppen (Tab. 10) vervielfaltigt. Aus der Vielzahl
an so gewonnenen DNA-Stiicken wurden Bakterien-spezifische Sequenzabschnitte iber eine speziel-
le Gel-Elektrophorese, die Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE), in Banden aufge-
trennt, deren Muster die Beurteilung der Diversitat ermdglichen (PCR-DGGE-Technik siehe Arbeiter,
2008, Muyzer et al., 1995). Dominante Banden aus den SMX-angereicherten Schlammen wurden
ausgeschnitten, die DNA aus den Banden extrahiert, mit Hilfe der PCR vervielfaltigt und schlief3lich
sequenziert.

PCR-RFLP

Mit dieser Technik wurde die 16S rDNA der einzelnen Bakterienisolate mit Hilfe der PCR und spezifi-
schen 16S rDNA Primern (27f und 1492r) vervielfaltigt und anschlieRend mit einem Restriktionsenzym
(Haelll) inkubiert. Das Restriktionsenzym schneidet die DNA an verschiedenen Stellen. Dadurch er-
halt man fiir jedes Bakterienisolat mehrere DNA-Fragmente unterschiedlicher Langen (Restriktions-
verdau). Durch den Auftrag des Restriktionsprodukts auf ein Agarosegel und die Durchfiihrung einer
Agarose-Gelelektrophorese ergeben sich unterschiedliche DNA-Profile (detaillierte Beschreibung der
Methode siehe Vierheilig, 2009).

Sequenzierung und vergleichende Sequenzanalyse

Die vervielfaltigte DNA von dominanten DGGE-Banden (spezifische Gruppenprimer) und ausgewahl-
ten Reinkulturen (Primer 27f und 1492r) wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Diese gereinigten PCR-Produkte wurden von der Firma
Eurofins MWG Operon sequenziert. Dabei wurden spezifische Sequenzierprimer fir Bakteriengruppen
fur die Sequenzierung der DGGE-Banden verwendet (Tab. 10). Fir die Teilsequenzen der Reinkultu-
ren wurde der Primer 517r eingesetzt. Zusatzlich wurden noch die Primer 341f und 907 verwendet,
um eine Vollsequenz fiir einige ausgewahlte Reinkulturen zu erhalten. Die Sequenzdaten wurden mit
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Hilfe von BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.nchi.nIlm.nih.gov, Altschul et al., 1990) und
des ARB-Software-Pakets (Ludwig et al., 2004) phylogenetisch analysiert.

Konventionelle PCR und real-time PCR zum Nachweis von Sulfonamid-Resistenzgenen

Die Verwendung von spezifischen Primerpaaren erméglicht die Vervielfaltigung der Plasmid-codierten
Sulfonamid-Resistenzgene Sull, Sul2 und Sul3. Die Klaranlagen-Kompartimente Rohabwasser, Zu-
lauf Belebung, Belebtschlamm und Ablauf Klaranlage wurden (1) mit der konventionellen PCR (quali-
tativer Nachweis) und (2) mit der real-time PCR (quantitativer Nachweis) untersucht. Die verwendeten
Primer sind in Tab. 10 aufgelistet. Eine detaillierte Beschreibung der Methode mit den spezifischen
PCR-Bedingungen sowie der Auswertung findet man in der Diplomarbeit Reutelshdfer (2009).

425 SMX-Abbauversuche mit Reinkulturen

Ausgewahlte Bakterienisolate aus den Belebtschlammbiozdnosen der Batch-Versuche zum SMX-
Abbau wurden als Konsortium von Reinkulturen in verschiedenen SMX-Abbauversuchen eingesetzt
(vgl. Tab. 14). Hierfur wurden in einem Vorversuch Kolonien von einem Festmedium abgeimpft und in
einem Flissigmedium (ZWA Medium = 88 mg/l Na-Acetat-C, 10 mg/l SMX und 2,63 mg/l NH;NOs-N,
0,1 ml/l Spurenelementlésung nach Hoagland ) fiir 3 Wochen bei 22°C unter aeroben Bedingungen
inkubiert. Danach wurden 4 Versuchsanséatze mit je 3 Parallelen mit dieser Vorkultur angeimpft (A, B,
C und D, Detalils siehe Tab. 12). Zusatzlich wurden (1) Kontrollansatze von jedem Medium ohne Ino-
kulum (KA, KB, KC und KD) und (2) Kontrollansatze ohne SMX-Zugabe (KE, KF, KG und KH) ver-
wendet. Alle Versuchs- und Kontrollansatze wurden 5 Wochen unter aeroben Bedingungen bei 22°C
inkubiert. Die beiden Substanzen SMX und Acetat wurden zu Beginn des Versuchs, wahrend der Kul-
tivierung 1-mal pro Woche und am Ende des Versuchs bei allen Ansatzen bzw. bei den Ansatzen A
und D gemessen. Zusatzlich wurde die Biomasseentwicklung wdchentlich photometrisch tiber die op-
tische Dichte bestimmt (OD-Messung bei 600 nm). Die gemessenen OD-Werte wurden Uber eine
Eichkurve in die Einheit FAU600 (Formazine Attenuation Units, 600 nm) umgerechnet. Bei Versuchs-
abbruch wurde von den 4 Versuchsansatzen die Gesamtzellzahl pro ml nach einer Farbung mit Acri-
dinorange bestimmt (siehe Vierheilig, 2009). Die FISH-Technik mit spezifischen Sonden fur die einge-
setzten Reinkulturen (Tab. 9) wurde verwendet, um die Zusammensetzung des Bakteriumkonsortiums
am Ende des Versuchs zu beschreiben und potentielle SMX-Abbauer zu quantifizieren.

Tab. 12: Bedingungen in den Versuchsansatzen zum SMX-Abbau mit Reinkulturen

Ansétze | Volumen | Vorkultur | Medium

A 100 ml 0,5 ml 88,0 mg/l Na-Acetat-C, 10 mg/l SMX, 2,63 mg/l NH4;NO3-N
B 100 ml 0,5 ml 10 mg/l SMX, 2,63 mg/l NH;NO3-N

C 100 ml 0,5 ml 10 mg/l SMX

D 100 ml 0,5 ml 88,0 mg/l Na-Acetat-C, 10 mg/l SMX

KA 40 mi - 88,0 mg/l Na-Acetat-C, 10 mg/l SMX, 2,63 mg/l NH;NO3-N
KB 40 ml - 10 mg/l SMX, 2,63 mg/l NH;NO3-N

KC .40 ml - 10 mg/l SMX

KD .40 ml - 88,0 mg/l Na-Acetat-C, 10 mg/l SMX

KE 100 mi 0,5 ml 88,0 mg/l Na-Acetat-C, 2,63 mg/l NH;NO3-N

KF 100 mi 0,5 ml 2,63 mg/l NH4NO3-N

KG 100 mi 0,5ml -

KH 100 ml 0,5 ml 88,0 mg/l Na-Acetat-C
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Sulfamethoxazol-Screening

Das Screening des Antibiotikums SMX und seines Human-Metaboliten Ac-SMX erfolgte in zwei kom-
munalen Klaranlagen mit unterschiedlicher Verfahrenstechnik: (1) eine zweistufige konventionelle Be-
lebungsanlage (KBA-M2) und (2) eine einstufige Membranbelebungsanlage (MBA-MH) (siehe Kapitel
4.2.1). Der Schwerpunkt dieses Screenings war es, die Eliminationsleistung fur SMX und Ac-SMX der
verschiedenen Reinigungsstufen zu bestimmen. Hierfur wurden verschiedene Klaranlagen-Komparti-
mente wie Rohabwasser, Zulaufe der Belebungsbecken und Kléaranlagenablaufe (KBA-M2 vor und
nach der UV-Desinfektion) bzw. in der MBA-MH zusatzlich die wassrige Phase des Belebtschlammes
(= BS-Uberstand) als 24 h-Mischproben auf SMX und Ac-SMX untersucht (Abb. 33). Zusatzlich wurde
auch die Sorptionskapazitat der Schlamme bestimmit.

In der zweistufigen Anlage KBA-M2 lagen die SMX-Konzentrationen (Abb. 33A) Uiber den Untersu-
chungszeitraum im Rohabwasser zwischen 200 und 2000 ng/I mit dem hdchsten Wert im September
08. Im Gegensatz dazu wurden die hdchsten Ac-SMX-Konzentrationen von 2000 ng/l im Februar 08
bestimmt. In den Wintermonaten ist das Verhaltnis SMX zu Ac-SMX zugunsten des Humanmetaboli-
ten verschoben, in den Sommermonaten liegen SMX und Humanmetabolit zu etwa gleichen Teilen
vor. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass im Sommer das Ac-SMX durch einen Deacetylierungs-
schritt bereits in der Kanalisation teilweise zu SMX rticktransformiert wird. Im Winter — wohl aufgrund
der niedrigeren Temperaturen — erfolgt die Ricktransformation weniger effektiv.

In der Membrananlage MBA-MH (Abb. 33 B) wurden im Februar 07 sehr geringe SMX- und Ac-SMX-
Konzentrationen von 140 bzw. 250 ng/l im Rohabwasser gemessen. Hohere Werte im Rohabwasser
wurden im Méarz 08 (390 und 830 ng/l) und deutlich hdhere Konzentrationen von 1500 ng/l SMX und
1100 ng/l Ac-SMX im Juli 08 bestimmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass inshesondere in relativ kleinen
Anlagen die Konzentrationen von SMX und Ac-SMX in Abhangigkeit vom Einzugsgebiet, aber auch
vom Probennahmezeitpunkt, jedoch unabhéngig von der Jahreszeit (vgl. Feb. 07 und Feb. 08) stark
schwanken kénnen.

Sowohl SMX als auch Ac-SMX, das in der Kanalisation oder in der Klaranlage durch einen Deacetylie-
rungsschritt in die Ursprungssubstanz riicktransformiert wird, wurden in beiden Anlagen deutlich redu-
ziert, wobei die MBA-MH mit 40-100% Eliminationsleistung deutlich tber der KBA-M2 mit 30-80% Eli-
mination lag. Dies wird durch Untersuchungen von Gébel et al. (2007) bestatigt, die eine 80%ige
SMX-Elimination im Membranverfahren und ca. 60% Reduktion im konventionellen Belebungsverfah-
ren fanden.

In der KBA-M2 fand im Februar 07 und Februar 08 die Hauptelimination des SMX in der Hochlaststufe
statt (23-50%), allerdings konnte im Februar 08 eine weitere Reduzierung vom Zulauf des Belebungs-
beckens 2 zum Ablauf von 26% beobachtet werden. Dies weist auf einen weiteren méglichen SMX-
Abbau in der Nitrifikationsstufe bzw. im nachgeschalteten Sandfilter hin. Im Gegensatz dazu fand im
August 08 die hochste SMX-Reduzierung mit 57% im Sandfang und/oder der Vorklarung statt, in der
Hochlast- und Niedriglaststufe wurden nur 8% bzw. 2% eliminiert. Méglicherweise ist die starke Elimi-
nierung schon vor der Belebungsstufe auf h6here Abwassertemperaturen und damit héhere Aktivita-
ten der Mikroorganismen schon in den Vorreinigungsstufen zuriickzufiihren. Betrachtet man die SMX-
und Ac-SMX-Werte im Ablauf vor und nach der UV-Desinfektion, verringerten sich die Konzentratio-
nen um weitere 13%. Im September 08 wurde eine ca. 20%ige Eliminationsleistung von SMX und Ac-
SMX sowohl in der mechanischen Reinigungsstufe als auch in beiden biologischen Stufen festgestellit.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit Literaturdaten, so wird nur die hohe SMX-Elimination in der
Hochlaststufe KBA-M2 von Perez et al. (2005) bestétigt, die einen guten Primarabbau verschiedener
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Sulfonamide nur in der Hochlaststufe fanden, jedoch nicht in der Nitrifikationsstufe.
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Abb. 33: Antibiotikum SMX und sein Human-Metabolit Ac-SMX in der zweistufigen Belebungsanlage KBA-M2 (A)
sowie der Membrananlage MBA-MH (B): im Rohabwasser RohAW), in der wéassrigen Phase des Be-
lebtschlammes (MBA-MH, BS-Uberstand), im Zulauf Belebung und im Klaranlagenablauf (fiir KBA-M2 im
Sommer vor und nach der UV-Desinfektion) (BB1 = Belebungsbecken 1, Hochlaststufe, BB2 = Bele-
bungsbecken 2, Niedriglaststufe)

Auch in der MBA-MH erfolgte im Mérz, Juli und Oktober 08 bereits in der Vorklarung eine Reduzie-
rung von SMX und Acetyl-SMX von 25 bis 60%. Im Marz und Juli 08 wurde eine zusatzliche Eliminie-
rung des SMX von 38 his 60% in der Belebung festgestellt, wobei einer hohen Eliminationsrate in der
Vorklarung eine niedrigere in der Belebung folgte. Im Oktober wurde hingegen keine Elimination in der
biologischen Reinigungsstufe beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde im Februar 07 die Gesamtelimi-
nation von 73% nur in der biologischen Stufe erreicht. Méglicherweise war die Vorklarung im Winter
wegen niedriger Temperatur weniger wirksam. Der Vergleich der gemessenen SMX- und Ac-SMX-
Konzentrationen in der wassrigen Phase des Belebtschlammes (= BS-Uberstand) und im Ablauf zeig-
te deutlich, dass die Membranfiltration keine weitere Reduzierung bewirkt. Die hdhere Eliminations-
leistung der Membranklaranlage im Vergleich zur konventionellen Belebungsanlage ist wohl auf das
héhere Schlammalter in der Membranklaranlage zuriickzufihren. Das Schlammalter kann in diesem
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Verfahren deutlich erhéht werden, da die Trennung des Abwassers vom Belebtschlamm nicht durch
Sedimentation im Nachklarbecken, sondern direkt im Belebungsbecken durch Filtration stattfindet. Ei-
ne Steigerung der Biomasse um das Zehnfache im Vergleich zur konventionellen Belebungsanlage
bleibt ohne Auswirkung auf die Ablaufqualitat. Durch eine langere Verweilzeit des Schlammes im Be-
lebungsbecken erfolgt eine optimale Adaption der Biozénose an die Abwasserinhaltsstoffe. Das macht
auch den Abbau schwerer abbaubarer Verbindungen wahrscheinlicher.

Die Adsorption von SMX an den Schlammen wurde fur beide Anlagen mit 1-4 ug SMX /kgTS (50%
Wiederfindungsrate) bestimmt. Damit liegt die Sorption mit etwa 1% &hnlich niedrig wie in Literaturan-
gaben, z.B. 0,3 % bei Untersuchungen von Carballa et al. (2005). Sorptionsprozesse spielen folglich
nur eine sehr geringe Rolle und es kann davon ausgegangen werden, dass die SMX-Reduzierung in
der Belebungsstufe hauptséachlich Uber einen biologischen Abbau erfolgt. Trotz der sehr guten Elimi-
nationsleistungen beider Klaranlagen wurden in den Klaranlagenablaufen SMX-Konzentrationen bis
zu 900 ng/l und Ac-SMX-Konzentrationen bis zu 500 ng/l gemessen. Der Eintrag von SMX in die
aquatische Umwelt stellt trotz der niedrigen Konzentrationen in vieler Hinsicht ein potentielles Umwelt-
risiko dar. Als mdgliche Risiken sind zu diskutieren a) die Entwicklung von resistenten Keimen und b)
die Beeinflussung inter-organismischer Kommunikation durch die Induktor-Funktion mancher Antibio-
tika, wie jlingste Forschungen zeigten (Fajardo und Martinez, 2008).

4.3.2 SMX-Abbaupotential von Abwasserbiozénosen (Batch-Versuche)

Fir den Nachweis eines Abbaus von SMX wurden Batch-Versuche mit Hochlastbelebtschlamm einer
zweistufigen Anlage im semikontinuierlichen fill and draw" Modus eingesetzt (vgl. Kap, 4.2.2). SMX
wurde als Cosubstrat (Ansatze 2 und 3 in der Adaptionsphase; Ansatz 2 in der Versuchsphase) bzw.
als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle (Ansatz 3 in der Versuchsphase) zudosiert. Nach 2 Wo-
chen Adaption wurde die Anfangskonzentration von 10 mg/l SMX (= 4,7 mg/l SMX-C) in den Anséatzen
2 und 3 in der Wasserphase nicht mehr nachgewiesen (Nachweisgrenze 250 ug/l, Abb.33). Im weite-
ren Verlauf der Phase 1 konnte SMX drei bis vier Tage nach der fortgesetzten Zudosierung von 1,3
bis zu 12 mg/l SMX (= 0,6 bis 5,6 mg/l SMX-C) nicht mehr detektiert werden. Die Ergebnisse der
Schlammanalytik zeigten, dass SMX nur in sehr geringen Konzentrationen an den Schlamm adsor-
biert ist (Ansatz 2 = 100 pug SMX /kg TS und Ansatz 3 = 400 ug SMX /kg TS) und folglich ein biologi-
scher Abbau stattgefunden haben sollte. Die DOC-Elimination (Abb. 34) lag in der Adaptionsphase in
der Kontrolle zwischen 70 und 90%. In den Versuchsanséatzen lag sie deutlich darunter, im Ansatz 2
um ca. 10%, im Ansatz 3 bis zu 20% niedriger.

In der Versuchsphase 2 wurde SMX in dem Ansatz 2 weiterhin als Cosubstrat in h6heren Konzentrati-
onen von 10 mg/l (= 4,7 mg/l SMX-C) bzw. im Ansatz 3 als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle in
Konzentrationen von 19 bis 50 mg/l (8,9 mg/l SMX-C bis 23,5 mg/l SMX-C) zudosiert. Im Ansatz 2
wurden Uber den gesamten Versuchszeitraum die SMX-Konzentrationen von 10 mg/l innerhalb von
drei Tagen eliminiert und im System entwickelte sich eine stabile DOC-Elimination von 70%.

Im Gegensatz dazu beobachtet man im Ansatz 3 nur die ersten 20 d eine optimale SMX-Elimination
bei zudosierten Konzentrationen von 19 mg/l SMX. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Schlammbio-
z6nose SMX als C- und N-Quelle fur ihr Wachstum nutzen kann. Die erhéhten SMX-Konzentrationen
von 50 mg/l werden von der Biozénose nicht mehr vollstandig abgebaut und es kommt zu einer SMX-
Anreicherung im System. Die kontinuierliche Abnahme der DOC-Elimination von 36,5% nach 3d auf
10% nach 13 d Inkubation mit SMX als einzige C- und N-Quelle zeigen, dass die Biozénose im Ansatz
3 aufgrund des zudosierten Acetats in der Adaptionsphase zu Beginn der Versuchsphase noch eine
hdhere Aktivitat aufweist. Im weiteren Versuchsverlauf adaptierten sich die Mikroorganismen an SMX
als einzige C- und N-Quelle, was mit dem Anstieg der DOC-Elimination von 10% am Tag 13 auf 33%
ab dem Tag 20 einhergeht.
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Abb. 34: SMX-Konzentrationen (Einzelwerte der Parallelansatze a und b) und DOC-Elimination (Mittelwerte aus 2
Parallelansatzen und Standardabweichung) der Batch-Anséatze (KA-1 = Kontrollansatz, VA-2 und VA-3
Versuchsansatze mit SMX) der Adaptions- und Versuchsphase

Die niedrigeren DOC-Eliminationsraten der Versuchsanséatze mit SMX im Vergleich zum Kontrollan-
satz (70-90% Adaptionsphase und 95-100% Versuchsphase) zeigen deutlich, dass SMX nicht voll-
standig mineralisiert wird und sich ein stabiler Metabolit anreichert. In der Literatur wird 3-Amino-5-
methyl-isoxazol als stabiles Abbauprodukt fir SMX beschrieben (Hartig, 2000). Das Vorkommen einer
Amino-Gruppe und eines Ring-gebundenen Stickstoffs im Isoxazol wirde auch die Zunahme des Ge-
samtstickstoffs erklaren, die nur in den Anséatzen 2 und 3 festgestellt wurde. In weiteren Untersuchun-
gen wurde 3-Amino-5-methyl-isoxazol der Versuchsansatze 2 und 3 der Adaptionsphase quantifiziert
(Abb. 35). Bereits 14 d nach Inkubationsbeginn bei gleichzeitiger SMX-Elimination wurde 3-Amino-5-
methyl-isoxazol-C in beiden Versuchsansatzen im Bereich von 1 mg/l nachgewiesen. Wéhrend des
weiteren Versuchsverlaufs kommt es zu einer Akkumulierung dieses Metaboliten mit einer maximalen
Konzentration von 3,7 mg/l am Tag 20 im Ansatz 2 und 10 mg/l am Tag 27 im Ansatz 3. Ab dem Tag
20 bzw. 27 nimmt die Konzentration an 3-Amino-5-methyl-isoxazol-C in beiden Ansatzen kontinuier-
lich ab.

Diese Beobachtung kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei der Substanz 3-Amino-5-methyl-
isoxazol nicht um einen stabilen Metaboliten handelt, sondern dass dieser weiter abgebaut wird. Diese
Annahme wurde durch den Vergleich zwischen gemessenen und theoretisch zu erwartenden Kon-
zentrationen unterstitzt, da die gemessenen Konzentrationen fur 3-Amino-5-methly-isoxazol deutlich
unter den theoretisch berechneten Konzentrationen liegen (unter der Annahme einer quantitativen
Umsetzung).
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Abb. 35: SMX-Konzentrationen, 3-Amino-5-methyl-isoxazol (gemessene und theoretisch berechnete Konzentrati-
on aus der SMX-Zugabe), und die SMX-Zudosierung der beiden Versuchsansatze VA2 und VA3 wah-
rend der Adaptionphase; dargestellt als Mittelwerte aus 2 Parallelansatzen mit Standardabweichungen

Zur Ermittlung von potentiellen SMX-Abbauwegen wurde eine Datenbank der Universitat von Minne-
sota (biocatalysis/biodegradation database, http://Jumbbd.msi.umn.edu) zu Rate gezogen, die durch
Literaturvergleiche metabolische Regeln und damit die Wahrscheinlichkeiten fiir potentielle Stoffwech-
selwege in Mikroorganismen ermittelt. Diese Datenbank gibt die Spaltung von SMX in 3-Amino-5-
methyl-isoxazol und 4-Aminobenzolsulfonat als ersten Abbauschritt an, der wahrscheinlich nur von
Abbau-Spezialisten durchgefiihrt werden kann. Die Fahigkeit, den Metabolit 4-Aminobenzolsulfonat zu
mineralisieren, besitzen dagegen viele Mikroorganismen. Auch die Abspaltung der Methylgruppe vom
3-Amino-5-methyl-isoxazol wird als wahrscheinlich betrachtet. Als stabiler Metabolit ware dann das 3-
Amino-isoxazol zu diskutieren. Fir die Umwandlung dieser Substanz in Isoxazol, welche durch Ab-
spaltung der Amino-Gruppe erfolgen wirde, wird in der Datenbank keine metabolische Regel ange-
geben.

Zur Klarung des Konzentrationsabfalls von 3-Amino-5-methyl-isoxazol zu Versuchsende wurden auch
noch die Metaboliten 3-Amino-isoxazol sowie Isoxazol in den Ansatzen gemessen. Beide Metaboliten
waren nicht aufzufinden (Nachweisgrenze 0,1 mg/l). Dies kdnnte zum einen bedeuten, dass ein voll-

stéandiger Abbau erfolgt, was aufgrund der fehlenden metabolischen Regeln unwahrscheinlich ist. Zum
anderen kénnte 3-Amino-5-methyl-isoxazol tatsachlich ein stabiler Metabolit sein, dessen Konzentrati-
onsabnahme zu Versuchsende durch die stete Elimination aufgrund von Probenahmen zu erklaren ist.

4.3.3 Charakterisierung von SMX abbauenden Mikroorganismen (Be-
lebtschlammschlamme aus den Batch-Versuchen)

Insbesondere Antibiotika lassen von ihrem Wirkprinzip einen Einfluss auf Zusammensetzung und Di-

versitat mikrobieller Biozdnosen erwarten, wie etwa eine Populationsverschiebung oder die Reduzie-

rung der Diversitat, was fur die SMX-angereicherten Schlammbiozénosen untersucht wurde.
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Zur Bestimmung der mikrobiellen Diversitat eignen sich Methoden wie FISH und die PCR-DGGE (vgl.
4.2.4). Diese molekularbiologischen Techniken kénnen aber keine Aussage ber in situ-Abbauraten
treffen, weswegen zusétzlich die Kultivierungstechnik zur Gewinnung von SMX abbauenden Mikroor-
ganismen eingesetzt wurde. Diese Isolate konnten dann gezielt in Wachstumsversuchen mit SMX
eingesetzt werden.

Die Prasenz dieser isolierten SMX-Abbauer in der Schlammbiozénose wurde wiederum mit FISH un-
ter Verwendung von spezifischen Gensonden fir SMX-Abbauer verifiziert.

4.3.3.1 Identifizierung von Reinkulturen aus SMX abbauenden Bioz6nosen der Batch-

Versuche
Die hier beschriebenen Reinkulturen wurden aus SMX abbauenden Belebtschlammbiozénosen der
Batch-Versuche (Kapitel 4.3.2) isoliert. Fir die Isolierung und Aufreinigung der Mikroorganismen wur-
den drei verschiedene Nahrmedien verwendet. Auf dem R2A-Medium, welches sich aus verschiede-
nen Kohlenstoffquellen und 50 mg/l SMX zusammensetzt, sollten gezielt Mikroorganismen isoliert
werden, die SMX tolerieren, aber zum Wachstum andere Nahrstoffe zur Verfligung haben. Im Gegen-
satz dazu wurden auf den ZW-Medien gezielt Mikroorganismen kultiviert, die (1) SMX als Kohlenstoff-
quelle nutzen kénnen (ZWB-Medium) und die (2) SMX als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle verwen-
den kénnen (ZWC-Medium).

Insgesamt wurden 16 Isolate von R2A+SMX (RSMX-Isolate), 47 Isolate von ZWB und 45 Isolate von
ZWC (ZW-Isolate) gewonnen. Die auf dem R2A-Medium gewachsenen Reinkulturen waren durch eine
hohe Vielfalt an Kolonietypen charakterisiert und es konnte keine Gruppierung nach Koloniemorpho-
typen vorgenommen werden. Im Gegensatz dazu wurden die ZW-Isolate unabhéngig vom Isolie-
rungsmedium ZWB und ZWC in 5 Kolonietypen eingeteilt (Tab. 13, Abb.36). Der Kolonietyp 5 besitzt
eine stark ausgepragte fadige Struktur. Innerhalb dieses Typs treten ca. 14 verschiedene Morphoty-
pen auf, die alle das charakteristische fadige Wachstum aufweisen, aber deutliche Unterschiede in der
Fadendicke, Fadenstruktur und der Ausbildung eines Zentrums zeigen.

Tab. 13: Koloniemorphologie der ZW-Isolate, kultiviert auf ZWB- und ZWC-Festmedium

Medium Kolonie 1 | Kolonie 2 | Kolonie 3 (K3) Kolonie 4 mit Kolonie 5 (Stern)
(K1) (K2) Schwarmsaum (SS)

Grolde [cm] 0,1-0,2 0,1-0,2 <01

Farbe weil3 weild durchsichtig durchsichtig weil3

Rand glatt zerkliftet glatt wellig fadig

ZWB 7 6 3 8 23

ZWC 9 6 9 3 18

Summe 16 12 12 11 41

Untersuchungen zur Zellmorphologie (Abb. 37, Phasenkonstrast- und Hellfeld-Bilder) ergaben, dass
es sich bei den Isolaten des Kolonietyps 5 (Sternstruktur) eindeutig um Pilze handelt. Dies wurde
durch FISH mit einer spezifischen Sonde fir Eukarya bestétigt (Abb. 37, Epifluoreszenz-Aufnahmen).
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Abb.36: Darstellung repréasentativer Kolonietypen der ZW-Isolate (10-fache VergroRerung: ZWB19, ZWB27,
ZWC4, ZWC10A, ZWC35, ZWC38A; 20-fache VergodRerung: ZWC50, ZWC36, ZWC34, ZWC45; 30-
fache VergrofRerung: KWC27, ZWB18, ZWC44 und 40-fache VergoRerung: ZWC47

Abb. 37:
Mikroskopische
Aufnahmen der ZW-
Isolate des Kolonietyps
5 (Stern): Phasenkon-
trast-, Hellfeld-Bilder
(Féarbung mit Safranin)
und Epifluoreszenz-
Aufnahmen nach FISH
mit der spezifischen
Sonde fir Eukarya (ro-
te Fluoreszenz) und
nach DNA-Farbung mit
dem Fluoreszenzfarb-
stoff DAPI (blaue Fluo-
reszenz)
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Tab. 14: Charakterisierung und Identifizierung der Bakterienisolate anhand von Kolonie- und Zellmorphologie,
Gram-Farbung, RFLP-Gruppen und phylogenetische Zuordnung der 16S rDNA Vollsequenzen (> 1400
bp) mit Hilfe der BLAST-Analyse (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nim.nih.gov, Altschul et
al., 1990); mit Stern markierten Isolate wurden fur die spezifischen SMX-Abbautests eingesezt (Kapitel

4.3.1)
y max.
Isolat/ Kolonie Zell- _ Qram— RELP nachster Verwandter Identitst
Anzahl morphologie | farbung (Accession-Nr.) [%]
ZWB19* kurze Paracoccus sp
(ZBV)V 2 KL Stabchen | Negalv | ZW2 (EF575566) 97
ZWB33* kurze . Paracoccus yeeii
(1) K1 Stabchen negatlv | ZW2 (DQ857285) 97
ZWB27A kurze . Paracoccus sp.
(1) K1 Stabchen negatlv | ZW2 (FJ386516) 99
Z\WB3* kurze Zoogloea oryzae
(25\;\’ cls | Kl Stabchen negativ | ZW1 (AB201044) 99
ZWC50* « - Mycobacterium sp.
(1) K1 Stabchen positiv ZW3 (AY147261) 98
ZWB18* Gordonia sp
(Zl\/;l)c45 K2 Stabchen positiv ZW4 (AJ002097) 98
Z\WB36B Brevundimonas sp
. R . .
(ZQ/)VClZ K3 Stabchen negativ | ZW8 (AJ227797) 99
ZWC44 L
.. . ZW12a Rhizobium sp.
(ZX)VB5 K3 Stabchen negativ ZW2e (AM084043) 99
ZWB23B* ZW13
RSMX14 | SS Stabchen negativ Vibrio sp. (DQ146981) | 100
3) RSMX7
ZWB27B* Pseudomonas nitrore-
é\gﬁ)s(tia SS Stébchen positiv? EVSVI\?IX1 ducens 99
©6) (AF494091)
N unkultivierter Pseu-
(Zz\;v B41B SS Stabchen positiv? | ZW14 domonas sp. 99
(EF205269)
ZWC24 . . Pseudomonas men-
2
(1) SS Stabchen positiv? | ZW8 docina (EU395787) 99
ZWC16*
ZWB22 SS . . ZW8 Pseudomonas sp
RSMX9 | neon-gelb | StaPehen | positv | peyivs | (GQ284471) 99
(©)
Microbacterium sp.
(R3?MX15 gelb-orange | Stabchen positiv RSMX13 | EF540477 99
RSMX3 1 \veiR Stabchen posiiv | RsMmxe | Bacillus sp. FJ660933 |
(1) Teilsequenz
RSMX11 unkultiviertes Bakte-
Q) durchsichtig Kokken negativ. | RSMX11 rium (GQ340110) 95
Teilsequenz
RSMX13A unkultiviertes
Q) N . Bakterium
gelb Stabchen negativ. | RSMX5 (EUB05183) 100
Teilsequenz
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Die ZW-Isolate der Kolonietypen K1, K2, K3 und K4 (SS) sowie die RSMX-Isolate sind Bakterien, wel-
che anhand ihres Verhaltens in der Gram-Farbung weiter charakterisiert wurden. Um die hohe Anzahl
der Bakterienisolate weiter zu gruppieren, wurde die DNA-Fingerprint-Methode des Restriktionsfrag-
mentlangen-Polymorphismus (RFLP) angewendet. Durch den Restriktionsverdau mit einem spezifi-
schen Enzym entstehen pro Bakterienisolat mehrere DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, die in
einer Agarose-Gelelektrophorese einem spezifischen DNA-Profil zugeordnet werden kdnnen. Die Iso-
late konnten bestimmten Profilgruppen zugeordnet werden. Fir die RSMX-Isolate wurden 7 RFLP-
Gruppen (RSMX1-7) und fur die ZW-Isolate insgesamt 14 RFLP-Gruppen bestimmt (ZW1-ZW14).

Aus jeder RFLP-Gruppe wurde fiir mindestens 2 Isolate eine Teilsequenz gewonnen (16S rDNA).
Durch die Sequenzanalyse mit BLAST (BLAST = Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al.,
1990) erfolgte eine erste phylogenetische Identifizierung. Anschlie3end wurden Vollsequenzen aus 3
Teilsequenzen zusammengestellt und nochmals eine Sequenzanalyse durchgefuhrt. Die Tab. 14 fasst
die Ergebnisse der Charakterisierung und Identifizierung der Bakterienisolate zusammen. Es zeigte
sich, dass die Einteilung der Isolate nach ihrer Koloniemorphologie und dem Gram-Farbeverhalten
zum grof3ten Teil durch die RFLP-Profile und die Sequenzanalyse bestatigt wurde.

Insgesamt wurden 10 Gattungen aus 5 verschiedenen Bakteriengruppen identifiziert: verschiedene
Paracoccus spp., Brevundimonas sp. und Rhizobium sp. (Alphaproteobacteria), Zoogloea oryzae (Be-
taproteobacteria), verschiedene Pseudomonas spp. und Vibrio sp. (Gammaproteobacteria), Mycobac-
terium sp., Gordonia sp. und Microbacterium sp. (Actinobacteria) sowie Bacillus sp. (Firmicutes). Die
beschriebenen Bakterienarten vor allem der ZW-Isolate kdnnen als potentielle SMX-Abbauer diskutiert
werden. Actinobacteria, im Speziellen die Gruppe der Mycolata, zu denen die beiden Gattungen Gor-
donia und Mycobacterium gehdéren, kénnen verschiedenste Kohlenstoffquellen nutzen und werden in
der Literatur als Abbauer verschiedenster Xenobiotika beschrieben (Lemmer und Kroppenstedt, 1984,
Soddell et al., 1998). Auch fiir die Gattung Pseudomonas und Verwandte ist bekannt, dass sie eine
Vielzahl von verschiedenen Kohlenstoffverbindungen als Energiequelle nutzen kénnen.

4.3.3.2 Zusammensetzung und Diversitat der Batch-Schlamme

Um einen Uberblick tiber die Populationsverschiebungen innerhalb der Schlammbiozénosen durch die
Kultivierungsbedingungen und die Zugabe von SMX zu erhalten, wurde die FISH- Technik mit Gen-
sonden fir die in Abwasserbiozénosen relevanten Bakteiengruppen angewandt. Zur Ermittlung der
bakteriellen Vielfalt innerhalb der Gruppen ist hingegen die PCR-DGGE-Technik vorzuziehen, da hier-
fur bei der FISH-Technik eine sehr hohe Anzahl an Gensonen verwendet werden musste, um diese
Bakteriengruppen auf Gattungs- und Artebene beschreiben zu kdnnen. Des Weiteren wurden die Se-
quenzdaten der dominanten DGGE-Banden mit den Vollsequenzen der Reinkulturen verglichen, um
Informationen dariiber zu erhalten, ob die kultivierten Mikroorganismen in den SMX-angereicherten
Schlammbiozénosen tatséchlich relevant sind. Das Vorkommen dieser Organismen kann dabei nur
durch die Anwendung von FISH mit spezifischen Sonden fir die relevanten Reinkulturen bestétigt und
quantifiziert werden.

Dabei war das Ziel, "Indikatororganismen” fiir den SMX-Abbau zu finden. Der Nachweis einer Elimina-
tion bestimmter Bakterienarten durch den direkten "antibiotischen" Einfluss von SMX kann dabei nicht
gefuhrt werden, da SMX als Breitbandantibiotikum auf eine Vielzahl unterschiedlicher Bakterien bakte-
riostatisch wirkt, d.h. sie in ihrem Wachstum hemmt. Dartber hinaus sind artibergreifend Resistenz-
gene weit verbreitet. Die beschriebenen Populationsverschiebungen beziehen sich also nur auf den
Einfluss von Versuchsbedingungen und die potentielle Nutzung von SMX als Kohlenstoff — und/oder
Stickstoffquelle.
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Abb. 38: In situ Nachweis verschiedener Bakteriengruppen in den Biozénosen des Inokulums (Belebtschlamm,

KBA-M2, BB1) sowie der Ansatze des Batch-Versuches (KA-1 = Kontrollansatz, VA-2 und VA-3 Ver-
suchsansatze mit SMX) am Ende der Adaptationsphase (Phase 1) und der Versuchsphase (Phase 2)

mit FISH

Abb. 39: Epifluoreszenz-Aufnahmen: SMX-angereicherte Schlammbiozénosen nach FISH mit der spezifischen
Sonde fir Actinobacteria (A) und Chloroflexi (B)
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FISH-Gruppensonden

Die dominanten Bakteriengruppen des Inokulums entsprechen mit Ausnahme der Gruppe der Bacte-
roidetes auch den dominanten Gruppen in den Schlammbiozdnosen der drei Batch-Ansatze (Abb. 38).
Die Gruppe der Firmicutes war sowohl im Inokulum als auch in den drei Batch-Ansatzen nur in gerin-
ger Anzahl vertreten. Zu den Bacteroidetes und Firmicutes gehéren vor allem anaerobe Darmbakteri-
en, die bei den hohen Sauerstoffkonzentrationen von 6-8 mg/l der Batch-Ansétze nicht Gberlebten.

In den Kontrollansatzen und den Versuchsansétzen 1 und 2 wurden in beiden Untersuchungsphasen
Betaproteobacteria in hoher Anzahl gefunden, es zeigten sich dabei keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den verschiedenen Ansatzen. Im Gegensatz dazu nahmen die Gammaproteobacteria in den
SMX-angereicherten Schlammbioz6nosen mit héheren SMX-Zugaben und der Zudosierung von SMX
als einzige C- und N-Quelle (Phase 2) im Vergleich zur Kontrollbiozénose ab. Eine Zunahme bei
Wachstum auf SMX war fiir die Bakteriengruppen Alphaproteobacteria, Actinobacteria und Chloroflexi
Zu beobachten. Eine hdhere SMX-Zugabe als Cosubstrat (Ansatz 2, Phase 2) beeinflusste das
Wachstum der Alphaproteobacteria positiv. Ein Anstieg der Actinobacteria (stdébchenférmiger Morpho-
typ, Abb. 39 A) wurde sowohl bei hdheren SMX-Zugaben als Cosubstrat (Ansatz 3, Phase 1 und An-
satz 2, Phase 2) als auch bei der Zudosierung von SMX als einzige C- und N-Quelle (Ansatz 3, Phase
2) beobachtet. Fur die Chloroflexi-Bakterien (fadenférmiger Morphotyp, Abb. 39 B) wurde eine signifi-
kante Zunahme nur bei der Dosierung von SMX als einzige C- und N-Quelle (Ansatz 3, Phase 2) fest-
gestellt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Alphaproteobacteria, Actinobacteria und Chlorofle-
xi eine Rolle beim Abbau von SMX spielen kénnen.

PCR-DGGE und Sequenzierung von dominanten DGGE-Banden

Fur die Doméne Bacteria und die Bakteriengruppen Alpha- und Betaproteobacteria, Actinobacteria
sowie Chloroflexi, die in der FISH-Analyse in hoher Anzahl gefunden wurden bzw. eine Zunahme in
den SMX-angereicherten Schlammbiozénosen zeigten, wurden PCR-DGGE-Analysen durchgefihrt.

Die DGGE-Profile fiir Bacteria zeigen auf, dass in den Kontrollansétzen und den SMX-dosierten An-
satzen im Vergleich zum Inokulum eine Abnahme der Diversitat erfolgt. Dies kann auf die Verringe-
rung des Substratspektrums in den Versuchen im Vergleich zu einer Klaranlage zurtickgefiihrt wer-
den. Im Gegensatz zu den FISH-Ergebnissen konnten in den DGGE-Profilen keine Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Batch-Ansétzen festgestellt werden. Hier zeigt sich die Limitierung der DGGE-
Methode. Durch die zu hohe Vielfalt an Organismen innerhalb der Doméane Bacteria nahm die Sensiti-
vitat zur Detektion derjenigen Organismen ab, die nur in geringer Anzahl vorkommen. Das Fokussie-
ren auf spezifische Gruppen innerhalb der Doméne Bacteria reduziert die Anzahl der Bakterienarten
und erhoht die Empfindlichkeit der Nachweisgrenze (Gich et al., 2005, Muyzer und Smalla, 1998).

In Abbildung 40 sind die DGGE-Profile fir die Gruppe der Actinobacteria (Abb. 40 A) und Chloroflexi
(Abb. 40 B) dargestellt. Fir die Actinobacteria wurde im Vergleich zum Inokulum eine extreme Ab-
nahme der Diversitat in allen Batch-Anséatzen, Kontrollansatzen und Ansatzen mit SMX-Dosierung
beider Versuchsphasen beobachtet. Im Gegensatz zu den DGGE-Profilen der Bacteria bildet sich bei
den Actinobacteria bei SMX-Zugabe eine dominante DGGE-Bande aus (rot markierte Bande), was auf
die Selektion einer potentiell SMX abbauenden Bakterienart hinweist. Diese Banden wurden ausge-
schnitten, amplifiziert, sequenziert und konnten als Microbacterium sp. identifiziert werden (Tab. 15).
Im Gegensatz zu den Actinobacteria zeigte die Chloroflexi-Gruppe in allen untersuchten Schlammbio-
zdnosen eine hohe Diversitat und es fand nur eine geringe Populationsverschiebung aufgrund der
Kultivierungsbedingungen und SMX-Zugaben statt. Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass Bakterien
innerhalb der Chloroflexi auf SMX wachsen kénnen und es sich dabei um potentielle SMX-Abbauer
handelt. Dies wird durch die quantitative FISH-Analyse bestétigt, die eine Zunahme dieser Gruppe in
den Ansétzen mit SMX als einzige C- und N-Quelle feststellte. Die Sequenzierung verschiedener
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Banden der Schlammbiozénosen, die mit SMX als einzige C- und N-Quelle kultiviert wurden, sollte In-
formationen liefern, welche Chloroflexi-Arten hierfur verantwortlich sind (Tabelle 15). Die vergleichen-
de Sequenzanalyse zeigte auf, dass es sich um verschiedene nicht kultivierbare Chloroflexi-Bakterien
handelt.

Phase 1 Phase 2

K Schlamm + SMX K M | Schlamm + SMX
la 1b ||2a 2b 3a 3b la 1b 2a 2b 3a 3b

Phase 1 Phase 2

K Schlamm + SMX K Schlamm + SMX
la 1b 2a 2b 3a 3b la 1b 2a 2b 3a 3b

o~ OUIhWNR

Abb. 40: DGGE-Profile der Bakteriengruppen Actinobacteria (A) und Chloroflexi (B) fir das Inokulum (M2, BB1)
und die Biozénosen der der Anséatze des Batch-Versuches (KA-1 = Kontrollansatz, VA-2 und VA-3 Ver-
suchsansétze mit SMX) am Ende der Adaptionsphase (Phase 1) und der Versuchsphase (Phase 2);

M = Marker
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Tab. 15: Phylogenetische Zuordnung der DGGE-Banden-Sequenzen (Teilsequenz der 16S rDNA , 200-500 bp)
mit Hilfe der BLAST-Analyse Analyse (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov, Alt-
schul et al., 1990)

max.

DGGE Banden Taxonomische nachster Verwandter (Accession-Nr.) Identitat

Zuordnung [96]
Dominante Banden |Actinobacteria Microbacterium spp. (EF540477) 99
A3a/b Phase 1 Microbacterium aurum (FJ200411) 98
A2a/b A3a/b Phase 2
Bande 1 Chloroflexi unkultiviertes Bakterium (AY491572) 100
A3b Phase 2 unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium (FM253630)] 93
Bande 2 Chloroflexi unkultiviertes Bakterium (AY491572) 95
A3b Phase 2 unkultiviertes Chloroflexi (FM253630) 90
Bbande 3 Chloroflexi unkultiviertes Bacterium (AB286398) 97
A3b Phase 2 unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium (FJ484890) 97
Bande 4 Chloroflexi unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium (FJ484890) 98
A3b Phase 2 unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium (EF142042) 98
Bande 5 Chloroflexi unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium (AY326634) 93
A3b Phase 2
Bande 6 Chloroflexi unkultiviertes Chloroflexi-Bakterium 94
A3b Phase 2 (AY5001069)
Bande 9 Chloroflexi Kouleothrix aurantiaca,Chloroflexi (AB079639) 94
A3b Phase 2
Bande 10 Chloroflexi unkultiviertes Bakterium (DQ084323) 93
A3b Phase 2 Kouleothrix aurantiaca, Chloroflexi (AB079639) 91
dominante Bande Betaproteobacteria junkultiviertes Bakterium (EF367341) 100
A2a Rhodocyclaceae  |Azoarcus sp. (EU331394) 97
dominante Bande Betaproteobacteria [Sterolibacterium sp. (AM421798) 100
A2b Rhodocyclaceae
dominante Banden [Betaproteobacteria [Variovorax sp. (FJ750461) 100
A2a/b, A3a/b Comamonadaceae |Acidovorax sp. (AF078763)
dominante Bande Betaproteobacteria [Zoogloea sp. (DQ413172) 100
A3a/b Rhodocyclaceae
dominante Bande Alphaproteobacteria|Paracoccus sp. 99
A2al/b Rhodobacteraceae |(AY167832)
dominante Bande Alphaproteobacteriajunkultiviertes Alphaproteobacterium (EF663317) 929
A2al/b, A3a/b

Aufgrund der meist niedrigen Sequenzahnlichkeiten zu in der Literatur beschriebenen Bakterien (<
97% max. Identitéat) konnte keine eindeutige taxonomische Zuordnung zu bekannten Chloroflexi-
Bakterien vorgenommen werden. Das Fehlen von ausreichenden 16S rDNA Sequenzdaten fiir die
Gruppe der Chloroflexi limitiert derzeit die taxonomische Bestimmung auf Gattungs- und Artebene und
ermoglicht lediglich die Zuordnung zum Phylum Chloroflexi. Fir eine genaue phylogenetische Be-
stimmung dieser relevanten Chloroflexi-Bakterien brauchte man folglich Reinkulturen, um pheno- und
genotypische Untersuchungen durchzufiihren zu kénnen (polyphasische Analyse, Vandamme et al.,
1996). Es ist aber bekannt, dass Bakterien der Chloroflexi-Gruppe schwer zu kultivieren sind (vgl.
Tab. 15), was zur Folge hat, dass ausreichende Daten fur die taxonomische Charakterisierung bislang
fehlen. Auch in dieser Arbeit konnten keine Chloroflexi-Reinkulturen gewonnen werden (vgl. Tab. 14).
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Die DGGE-Profile der Beta- und Alphaproteobacteria weisen verschiedene dominante Banden in den
SMX-angereicherten Schlammbiozénosen auf, die in den Kontrollansatzen ohne SMX nicht detektiert
worden sind. Die Sequenzanalyse dieser Banden identifizierte die Gattungen Azoarcus, Sterolibacter,
Variovorax, Acidovorax und Zoogloea innerhalb der Betaproteobacteria sowie Paracoccus innerhalb
der Alphaproteobacteria. Inwieweit diese Bakteriengattungen die Fahigkeit besitzen SMX abzubauen,
muss durch gezielte SMX-Abbauversuche geprift werden.

Eine Sequenzéhnlichkeitsanalyse der dominanten DGGE-Banden mit den Reinkulturen zeigte eine
100% Sequenzahnlichkeit fir Zoogloea oryzae und Microbacterium sp., und 98% Sequenzahnlichkeit
fur Paracoccus sp.. Diese Ergebnisse bestatigen die Bedeutung dieser Organismen fur den biologi-
schen SMX-Abbau, da sie mit zwei unabhangigen Methoden in den SMX abbauenden Biozdnosen
nachgewiesen wurden. Allerdings erhélt man erst durch die in situ-Detektion mit FISH eine quantitati-
ve Aussage Uber die Prasenz dieser Organismen in den untersuchten Schlammbiozénosen.

FISH mit spezifischen Gensonden zum Nachweis potentieller SMX-Abbauer

Aufgrund der FISH-Ergebnisse mit Gruppensonden spielen folgende Bakteriengruppen bei dem SMX-
Abbau eine potentielle Rolle: Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Chloroflexi und Actinobacteria.
Die Sequenzierung der dominanten DGGE-Banden und die Identifizierung von Reinkulturen zeigten,
dass die Gattungen Zoogloea, Paracoccus, Brevundimonas und Gordonia innerhalb dieser Gruppen
relevant sein kénnten. Deswegen wurde FISH mit spezifischen Sonden fiir diese Gattungen einge-
setzt, um deren Vorkommen in den Batch-Schlammen zu quantifizieren (Abb. 41).

O Inokulum Schlamm 7 Kontroll-Schlamm (KA-1 Phase 1)
SMX-Schlamm (VA-2 Phase 1) SMX-Schlamm (VA-3 Phase 1)
B Kontroll-Schlamm (KA-1 Phase 2) B SMX-Schlamm (VA-2 Phase 2)
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Abb. 41: In situ-Nachweis der Gruppen Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Mycolata sowie
der Gattungen Zoogloea, Paracoccus, Brevundimonas und Gordonia in den Biozénosen des Inokulums
(Belebtschlamm, KBA-M2, BB1) sowie der Ansatze des Batch-Versuches (KA-1 = Kontrollansatz, VA-2
und VA-3 Versuchsanséatze mit SMX) am Ende der Adaptionsphase (Phase 1) und der Versuchsphase
(Phase 2) mit FISH

Innerhalb der Betaproteobacteria reprasentieren die Zoogloea spp. einen sehr niedrigen Anteil in allen
Batch-Schlammen, was darauf schliel3en lasst, dass diese Gattung wahrscheinlich eine untergeordne-
te Rolle im SMX-Abbau spielt. Im Gegensatz dazu korreliert die Zunahme der Alphaproteobacteria in
den Schlammbiozdnosen, die mit SMX als Cosubstrat inkubiert wurden, mit der Anreicherung der bei-
den Gattungen Paracoccus und Brevundimonas. Innerhalb der Actinobacteria wurden sowohl Gordo-
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nia spp. als auch die Gruppe der Mycolata, zu der die Gattungen Gordonia und Mycobacterium geho-
ren, in allen untersuchten Schlammen detektiert. In den Schlammbiozdnosen, die mit hdheren SMX-
Konzentrationen als Cosubstrat und mit SMX als einzige C- und N-Quelle kultiviert wurden, liegt die
Detektionsrate fir Gordonia und Mycolata aber deutlich niedriger als fur die Gruppe der Actinobacte-
ria. Das weist darauf hin, dass innerhalb der Actinobacteria nicht Bakterien der Mycolata-Gruppe eine
wichtige Rolle spielen.

Die FISH-Ergebnisse mit spezifischen Sonden zeigen, dass innerhalb der Gruppe der Alphaproteo-
bacteria Paracoccus- und Brevundimonas-Arten potentielle SMX-Abbauer darstellen. Im Gegensatz
dazu ist innerhalb der Betaproteobacteria bzw. Actinobacteria den Zoogloea spp. bzw. der Mycolata-
Gruppe aufgrund ihrer niedrigen Detektionsrate in SMX-angereicherten Schlammen nur eine geringe-
re Bedeutung im SMX-Abbau zuzusprechen. Hier sind also offenbar andere Gattungen verantwortlich
fur die SMX-Elimination. Die PCR-DGGE-Sequenzierungsergebnisse lassen vermuten, dass hier die
Gattungen Azoarcus, Sterolibacter und Variovorax innerhalb der Betaproteobacteria sowie die Gat-
tung Microbacterium innerhalb der Actinobacteria eine wichtigere Rolle spielen.

434 SMX-Abbaupotential von Reinkulturen

Fur gezielte Abbautests wurde ein Bakterienkonsortium eingesetzt, das sich aus 10 Reinkulturen (sie-
he Tab. 14) der Gattungen Paracoccus (2 verschiedene Arten), Brevundimonas, Zoogloea, Pseudo-
monas (3 verschiedene Arten), Vibrio, Gordonia und Mycobacterium zusammensetzte.

Wahrend einer Vorinkubation mit Acetat, Ammoniumnitrat und SMX zeigte das Konsortium ein deutli-
ches Wachstum und das zudosierte SMX von 10 mg/l wurde nach 24 d Inkubation vollstandig elimi-
niert. Durch diesen Vorversuch wurden die Bakterien durch die Zugabe von Acetat in einen aktiven
Zustand uberfuhrt. Zudem konnte sich die Biozdnose durch die Zugabe von SMX vor dem eigentli-
chen Abbauversuch an das Antibiotikum adaptieren.
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Abb. 42: Biomasseentwicklung gemessen als optische Dichte (OD, Mittelwerte der 3 Parallelansatze mit der kor-
respondierenden Standardabweichung) in den vier Versuchsansatzen A (Acetat, Ammoniumnitrat und
SMX), B (SMX, Ammoniumnitrat), C (SMX) und D (Acetat und SMX); Gesamtzellzahl (GZZ nach 40 d
Inkubation, AO = Acridinorange) sowie die Acetatkonzentrationen (Mittelwerte der 3 Parallelansatze mit
der korrespondierenden Standardabweichung) der Versuchsansatze A und D
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Wahrend des Hauptversuchs setzte das Wachstum im Ansatz A, der neben SMX Acetat als weitere
Kohlenstoff- sowie Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle enthielt, am schnellsten ein und erreichte das
Maximum nach 5 d Inkubation, um dann in die stationare Phase Uberzugehen (Abb. 42). Das Wachs-
tum steht in enger Beziehung mit der Verfugbarkeit von Acetat (Abb. 42), welches nach 5d vollsténdig
verbraucht ist. Im Ansatz D, der sich vom Ansatz A durch das Fehlen einer weiteren Stickstoffquelle
neben SMX im Medium unterscheidet, war eine Biomassezunahme erst nach einer 15-tagigen lag-
Phase mit einem kontinuierlichen Anstieg bis zum Ende des Versuchs zu beobachten. Im Vergleich
zum Ansatz A wurden hier jedoch deutlich niedrigere Zellzahlen pro ml bestimmt (siehe Abb. 42, Ge-
samtzellzahl/ml gemessen nach 40 d). Das positive Wachstum der Bakterien im Ansatz D ab dem Tag
19 bis zum Tag 40 geht einher mit der Verfugbarkeit von Acetat, das bis Versuchsende nicht aufge-
braucht ist, d.h. die Abnahme von Acetat korreliert mit der Zunahme der Biomasse. Bei Abbruch des
Versuches (Tag 40) war auch in den Ansatzen B (SMX und Ammoniumnitrat ohne weitere C-Quelle)
und C (SMX als C- und N-Quelle) ein geringes Wachstum zu beobachten. In den Kontrollanséatzen,
die mit Bakterienkulturen angeimpft wurden ohne Zugabe von SMX, erfolgte nur in dem Ansatz mit
Acetat und Ammoniumnitrat eine Biomassezunahme. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass
in den Ansétzen B, C und D die positive Biomasseentwicklung auf die Nutzung von SMX als C- und/
oder N-Quelle zurlickzufiihren ist. Dies wird durch die SMX-Elimination, die in allen Ansatzen nach un-
terschiedlich langen Adaptionsphasen 100% erreicht, bestatigt (Abb. 43). Dass es sich hierbei wirklich
um eine bakterielle Metabolisierung handelt, wird durch abiotische Kontrollen, in denen keine SMX-
Reduzierung festgestellt werden konnte, verifiziert. Am friihesten setzte der SMX-Abbau im Ansatz D
ein (Tag 19), in dem SMX bereits nach 26 d Kultivierung im Medium nicht mehr nachweisbar war. Im
Gegensatz dazu erfolgte in den Anséatzen B und C erst nach 33 d Kultivierung eine signifikante Ab-
nahme der SMX-Konzentrationen bzw. eine vollstandige SMX-Eliminierung nach 40 d. Im Ansatz A
wurde erst am letzten Versuchstag (40 d) eine Reduzierung des SMX-Gehaltes gemessen. Es zeigte
sich, dass die Bakterien hier eine relativ lange Adaptionsphase (35 d) bendtigen, um nach Verbrauch
des zudosierten Acetats und Ammoniumnitrats SMX als einzige C- und N-Quelle nutzen zu kénnen.
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Abb. 43: SMX-Konzentrationen (Mittelwerte der 3 Parallelansétze mit der korrespondierenden Standardabwei-
chung) der vier Versuchsansatze A (Acetat, Ammoniumnitrat und SMX), B (SMX, Ammoniumnitrat), C
(SMX) und D (Acetat und SMX)
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In den Ansétzen B, C und D setzte mit der beginnenden SMX-Reduzierung das bakterielle Wachstum
ein (vgl. Abb. 42 und Abb. 43). Dies bestéatigt a) eine bakterielle SMX-Metabolisierung und b) die Nut-
zung von SMX als C-Quelle in Anwesenheit von Ammoniumnitrat (Ansatz B), die Nutzung von SMX
als N-Quelle bei gleichzeitiger Verfugbarkeit von Acetat (Ansatz D) sowie die Nutzung von SMX als
einzige C- und N-Quelle (Ansatz C). Weiter erfolgt eine schnellere SMX-Elimination bei N-Mangel und
gleichzeitiger Verfiigbarkeit einer leicht abbaubaren C-Quelle zur Energieversorgung. Bei Energie-
mangel hingegen kommt es zu einer deutlichen Verzégerung der SMX-Eliminationsleistung.

4.3.5 Nachweis von Sulfonamid-Resistenzgenen

Der Nachweis von spezifischen Sulfonamid-Resistenzgenen mit der PCR-Technik liefert (1) eine Aus-
sage Uber das Vorkommen von SMX-resistenten Bakterien und (2) Informationen Uber den Resistenz-
mechanismus. Sulfonamide blockieren die Folsduresynthetase, was zu einer Hemmung der Folsdure-
synthese in den Bakterien fuihrt. Da Folséure ein entscheidender Cofaktor in der Nukleinséurebiosyn-
these (DNA und RNA) darstellt, wird durch das Fehlen der Folsédure die gesamte Proteinbiosynthese
in der Bakterienzelle gehemmt. Die Bakterien sind nicht mehr fahig sich zu vermehren. Die in der Lite-
ratur beschriebenen Sulfonamid-Resistenzgene Sull, Sul2 und Sul3 codieren fur die Entwicklung ei-
ner alternativen Folséduresynthetase, die nicht von den Sulfonamiden gehemmt wird (Perreten und
Boerlin, 2003, Skold, 2000). Diese Gene befinden sich auf Plasmiden, das sind mobile nicht-
chromosomale ringférmige DNA-Molekiile. Im Gegensatz zu chromosomalen Genstrangen, die nur
durch Zellteilung (vertikaler Gentransfer) in weitere Bakterien Ubergetragen werden kdnnen, werden
Plasmide haufig durch horizontalen Gentransfer auch tber Artgrenzen hinweg Ubertragen. Dies kann
bei Plasmid-codierten Resistenzgenen eine verstarkte Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen bewir-
ken. In diesem Projekt wurde das Vorkommen von in der Literatur beschriebenen Sulfonamidre-
sistenzgenen in Klaranlagensystemen untersucht. Deren Quantifizierung ermdglicht eine Risikoab-
schéatzung des potentiellen Eintrags in die Umwelt durch (1) den Klaranlagenablauf und (2) den Klar-
schlamm, wenn dieser zur Diingung von landwirtschaftlich genutzten Flachen verwendet wird.

Tab. 16: Sulfonamid-Resistenzgene in den einzelnen Klaranlagen-Kompartimenten (RohAW = Rohabwassetr,
BB1 = Hochlaststufe, BB2 = Niedriglaststufe, BS = Belebtschlamm) in den Anlagen KBA-M2 (konventio-
nelle zweistufige Belebungsanlage) und MBA-MH (einstufige Membranbelebungsanlage)

Sulfonamid- | Kkga-M2, September 08
Gene
Zulauf Zulauf Ablauf Ablauf
RORAW | BR1 BSBBl | gy BSBB2 | o uv nach UV
Sul(l) + + + + + + +
Sul(ll) + + + + + + +
Sul(lln) + + + + + + +
Sulfonamid- | \a-MH, Oktober 08
Gene
RohAW Zulauf BB BS BS-Uberstand Ablauf
Sul(l) + + + + +
Sul(l1) + + + +/- -
Sul(lln) + + + - -

Der Nachweis der beschriebenen drei Sulfonamid-Resistenzgene erfolgte mit drei von Pei et al.

(2006) beschriebenen Primerpaaren. In Tabelle 16 ist das Auftreten dieser Resistenzgene fiur die Klar-

anlagen-Kompartimente der beiden Klaranlagen KBA-M2 und MBA-MH dargestellt. Es zeigte sich,

dass alle drei Sulfonamid-Resistenzgene in allen untersuchten Proben der KBA-M2 detektiert wurden.
In der MBA-MH hingegen trat lediglich das Sull-Gen in allen untersuchten Klaranlagen-Kompartimen-
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ten auf. Im Gegensatz dazu wurden die Gene Sul2 und Sul3 eindeutig nur noch im Rohabwasser, im
Zulauf Belebung und im Ablauf detektiert. Vergleichbare Ergebnisse wurden von anderen Arbeits-
gruppen in Boden und Sedimentproben gefunden (Pei et al., 2006, Schmitt et al., 2006). Auch in die-
sen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Sull Gen in allen untersuchten Kompartimenten vor-
kommt und die Gene Sul2 und Sul3 eine selektive Prasenz aufweisen.

Der positive Nachweis der beschriebenen Gene in den untersuchten Klaranlagenablaufen weist auf
ein Eintragsrisiko fur die aguatische Umwelt hin. Hier sind allerdings zur Bericksichtigung von Ver-
dunnungseffekten zusatzliche Untersuchungen direkt im Gewasser notwendig, Das Vorkommen von
Sulfonamid-Resistenzgenen in den untersuchten Schlammen kdnnte ein potentielles Umweltrisiko bei
der Ausbringung von Klarschlamm auf landwirtschaftlich genutzte Flachen darstellen. Inwieweit die
Sul-Gene sich im Faulschlamm erhalten, ist Gegenstand aktuell laufender Untersuchungen (Schmied,
Bachelor-Arbeit in Bearbeitung).

4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Elimination von Sulfamethoxazol in kommunalen Belebungsanlagen mit Zweistufen- und
Membranverfahren

Das Antibiotikum SMX und sein Humanmetabolit Ac-SMX, der in der Kanalisation oder Klaranlage
durch Deacetylierung in die Ursprungssubstanz riicktransformiert wird, wurden in beiden Anlagen
deutlich reduziert. Die im Vergleich zur konventionellen Belebungsanlage héhere Eliminationsleistung
der Membranklaranlage ist auf deren héheres Schlammalter zuriickzufiihren. Durch die langere Ver-
weilzeit des Schlammes im Belebungsbecken erfolgt eine gute Adaption der Biozonose an die Ab-
wasserinhaltsstoffe. Dariiber hinaus ist im Gegensatz zu einer konventionellen Anlage, bei der ein ho-
hes Schlammalter systembedingt mit einer geringen Schlammaktivitét einhergeht, der Membran-
schlamm trotz seiner langen Aufenthaltszeit sehr aktiv. Das macht auch den Abbau schwerer abbau-
barer Verbindungen wie SMX wahrscheinlicher.

Die Adsorption von SMX an den Schlammen liegt mit etwa 1% &hnlich niedrig wie in Literaturangaben.
Sorptionsprozesse spielen folglich nur eine sehr geringe Rolle und es kann davon ausgegangen wer-
den, dass die SMX-Reduzierung in der Belebungsstufe hauptsachlich tber einen biologischen Abbau
erfolgt.

Abbau von Sulfamethoxazol in Belebtschlamm im Batch-Versuch

Belebtschlammversuche zur Anreicherung von SMX-abbauenden Mikroorganismen durch semikonti-
nuierliche Zugabe von SMX als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle oder als Cosubstrat bzw. mit
einer zusatzlichen Stickstoffquelle zeigten, dass die Schlammbiozénosen SMX grundsatzlich als C-
und N-Quelle fur ihr Wachstum nutzen kdénnen. Niedrigere DOC-Eliminationsraten der Versuchsan-
sétze mit SMX im Vergleich zum Kontrollansatz zeigen deutlich, dass SMX — trotz einer z.T. 100%igen
Elimination — nicht vollstdndig mineralisiert wird. Der in der Literatur beschriebene Metabolit 3-Amino-
5-methyl-isoxazol wurde in den Versuchsansatzen bereits nach 2 Wochen korrelierend mit der begin-
nenden SMX-Elimination nachgewiesen und reicherte sich wahrend der Kultivierung im System an.
Weitere potentielle Abbauprodukte wie 5-Methyl-isoxazol und Isoxazol konnten nicht detektiert wer-
den. Vermutlich reprasentiert 3-Amino-5-methyl-isoxazol auch in den vorliegenden Untersuchungen
einen stabilen Metaboliten, dessen weiterer Abbau unter den hier untersuchten Umweltbedingungen
Aerobie und Raumtemperatur unwahrscheinlich ist.
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Abbau von Sulfamethoxazol im Konsortium SMX-abbauender Bakterien

Versuche mit Zugabe von SMX als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle oder als Cosubstrat bzw.
mit einer zuséatzlichen Stickstoffquelle bestéatigen fiir ein Konsortium SMX-abbauender Bakterienisola-
te aus der Anreicherungskultur des Batchversuches a) eine bakterielle SMX-Metabolisierung, b) die
Nutzung von SMX als C-Quelle in Anwesenheit von Ammoniumnitrat als N-Quelle, c) die Nutzung von
SMX als N-Quelle bei gleichzeitiger Verflgbarkeit von Acetat sowie d) die Nutzung von SMX als einzi-
ge C- und N-Quelle. Weiter erfolgt eine schnellere SMX-Elimination bei N-Mangel und gleichzeitiger
Verfuigbarkeit einer leicht abbaubaren C-Quelle zur Energieversorgung.

Diese Ergebnisse kénnten einige der in der Literatur widersprichlichen Angaben zum SMX-Abbau
aufklaren. Ubertragt man die Abbau-Ergebnisse auf die Verhaltnisse in Klaranlage oder Umwelt, be-
deutet dies, dass ein Abbau in organisch belastetem Milieu effektiver sein sollte als in kohlenstoffar-
mer Umgebung. Energiemangel hingegen verzégert die SMX-Elimination deutlich. Das kénnte erkla-
ren, warum Nitrifikationsstufen, die unter sehr niedriger BSB-Belastung gefahren werden missen, we-
niger effektiv SMX eliminieren als Hochlaststufen (Perez et al. 2005).

Daneben wird der SMX-Abbau insbesondere bei Mangel an Stickstoff beférdert. Im Klaranlagenbe-
reich finden sich solche Zonen etwa in Denitrifikationsstufen mit Dosierung einer externen leicht ab-
baubaren Kohlenstoffquelle wie z.B. bei der methanolgestitzten Denitrifikation in den Sandfiltermodu-
len unserer zweistufigen Anlage. Auch im anoxischen Bodenbereich mit ausreichend verfligbaren
Energiequellen ist dann ein guter SMX-Abbau denkbar (vgl. auch Jekel und Griinheid, 2007). Dabei
sollte aufgrund der Verfiigbarkeit an C-Quellen der SMX-Abbau besser in Bdden mit hohem Gehalt an
organischen Substanzen gelingen als in mineralischen. Der gute SMX-Abbau unter Stickstoffmangel-
bedingungen weist darauf hin, dass sich in Gberdiingtem Boden mit einem hohen N-Gehalt der SMX-
Abbau verzégern kénnte.

Lange Adaptionszeiten deuten darauf hin, dass eine Erhéhung des Schlammalters einer Klaranlage
Zu einer besseren Adaption der Biozodnose fiihrt. Diese Malinahme ist jedoch nur dort zielfihrend, wo
die Stoffwechselaktivitat der Biomasse noch hoch ist, z.B. in Membrananlagen (s.o.; vgl. Gébel et al.,
2007). Aufgrund der langen Adaptionszeiten ist davon auszugehen, dass ein SMX-Abbau dort er-
schwert ist, wo stark schwankende Abwassermengen und/oder Arzneimittelkonzentrationen vorliegen,
z.B. in Anlagen mit geringer Einwohnerzahl.

Taxonomie und Biologie SMX-abbauender Bakterienisolate

Fur den Vergleich der Biozénosen in den SMX-Abbau-Versuchen mit Belebtschlamm mit ihrem Inoku-
lum aus der Hochlaststufe einer zweistufigen Anlage wurden die molekularbiologischen Methoden
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit der Polymerase-Ketten-Reaktion und der Denaturieren-
den Gradienten Gelelektrophorese (PCR-DGGE) kombiniert. Dabei war das Ziel, "Indikatororganis-
men" fir den SMX-Abbau zu finden. Der Nachweis einer Elimination bestimmter Bakterienarten durch
den direkten "antibiotischen" Einfluss von SMX kann dabei nicht gefihrt werden, da SMX als Breit-
bandantibiotikum auf eine Vielzahl unterschiedlicher Bakterien bakteriostatisch wirkt, d.h. sie in ihrem
Wachstum hemmt. Dartber hinaus sind artiibergreifend Resistenzgene weit verbreitet. Die beschrie-
benen Populationsverschiebungen beziehen sich also nur auf den Einfluss von Versuchsbedingungen
und die potentielle Nutzung von SMX als Kohlenstoff — und/oder Stickstoffquelle.

Die Diversitat der Biozénose im Versuch im Vergleich zum Inokulum verringerte sich zunachst, wohl
aufgrund des im Versuch weniger vielféaltigen Substratangebots im Vergleich zum Belebungsbecken.
Weiter fuhrte die hohe Sauerstoffkonzentration in den Versuchen zu einer Populationsverschiebung
weg von den anaeroben Gruppen Firmicutes und Bacteroidetes, denen viele Darmbakterien zugeord-
net sind. Die SMX-Zugabe fiihrte bei den Betaproteobacteria nicht zu signifikanten Unterschieden im
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Vergleich zur SMX-freien Kontrolle, Gammaproteobacteria hingegen nahmen im SMX-Versuch ab. Ei-
ne deutliche Zunahme aufgrund der SMX-Dosierung ergab sich fir die Alphaproteobacteria, Actino-
bacteria und Chloroflexi. Als fir den SMX-Abbau relevant erwiesen sich neben diesen Bakteriengrup-
pen auch Pilze. Innerhalb der Actinobacteria entwickelte sich eine geringe Diversitat. FISH-Untersu-
chungen zeigten, dass die Gruppe der Mycolata, reprasentiert durch die beiden Gattungen Gordonia
und Mycobacterium, weniger relevant erscheint als die in Ansatzen mit hohem SMX-Eintrag = 10 mg/I
SMX dominierende Gattung Microbacterium. Die Chloroflexi zeigten eine hohe Diversitat innerhalb der
SMX-abbauenden Biozdnosen. Das Fehlen von ausreichenden Sequenzdaten in den verfiigbaren Da-
tenbanken erschwerte die Zuordnung von SMX-Abbauern dieser Gruppe zu einzelnen Gattungen.
Vergleichende Sequenzanalysen identifizierten weitere Gattungen von potentiellen SMX-Abbauern: in
der Gruppe der Alphaproteobacteria erscheinen die Gattungen Paracoccus und Brevundimonas als
wichtige SMX-Abbauer, bei den Betaproteobacteria spielt die Gattung Zoogloea eine untergeordnete
Rolle, evtl. sind hier andere Gattungen wie Azoarcus, Sterolibacter und Variovorax von hdherer Rele-
vanz.

Da der Abbau von SMX vor allem unter Préasenz einer leicht zugénglichen Energiequelle, d.h. insbe-
sondere in organisch belastetem Milieu und nicht in kohlenstoffarmer Umgebung, effektiv erfolgt,
macht das auch die Relevanz von Actinobacteria verstandlich, die unterschiedlichste Kohlenstoffquel-
len auch in hohen Konzentrationen und auch cometabolisch nutzen kénnen. Bakterien der Gattung
Paracoccus aus den Alphaproteobacteria sind zusétzlich noch in der Lage, C1-Kohlenstoffquellen zu
nutzen, was ihnen einen weiteren Vorteil fir die flexible Verwertung ausgefallener Kohlenstoffquellen
als Cosubstrat bietet.

Die Zunahme von Bakterien der Chloroflexi bei SMX-Zugabe als alleinige C- und N-Quelle kénnte auf
deren Bedeutung im oberflachennahen Bodenbereich und im durchleuchteten Gewasser hindeuten,
da diese phototroph sind, d.h. sie ihre Stoffwechselenergie durch Photosynthese gewinnen.

Auftreten von Sulfonamid-Resistenzgenen in Klaranlagenkompartimenten

Erste Untersuchungen zur Ermittlung des Auftretens der Plasmid-codierten Sulfonamid-Resistenz-
gene Sull-3 in Klaranlagenkompartimenten zeigten, dass das Sull-Gen in allen untersuchten Kom-
partimenten vorkommt und die Gene Sul2 und Sul3 eine selektive Prasenz aufweisen. Der positive
Nachweis in Klaranlagenablaufen weist auf ein Eintragsrisiko fur die aquatische Umwelt hin. Hier sind
allerdings zur Beriicksichtigung von Verdinnungseffekten zusatzliche Untersuchungen direkt im Ge-
wasser notwendig. Das Vorkommen von Sulfonamid-Resistenzgenen im Schlamm kénnte ein poten-
tielles Umweltrisiko bei der Ausbringung von Klarschlamm auf landwirtschaftlich genutzte Flachen
darstellen. Einer realistischen Risikoabschatzung wird man allerdings erst dann ndherkommen, wenn
Sul-Gene direkt im Faulschlamm und im Gewasser verlasslich nachgewiesen und quantifiziert sowie
mit den leider noch sparlichen Literaturdaten in Beziehung gesetzt werden. Diese Forschungsschwer-
punkte sind Gegenstand aktuell laufender Untersuchungen.

Ausblick

Zum Nachweis des tatséchlichen SMX-Abbaus musste in Folgeuntersuchungen der in situ Nachweis
potentieller SMX-Abbauer in Klaranlagenkompartimenten, in Oberflaichengewassern und Sedimenten
sowie Lysimetersaulen erfolgen, in denen analytisch eine SMX-Elimination nachgewiesen werden
konnte.

Die bisherigen Untersuchungen zum SMX-Abbau erfolgten im Aeroben bei 20°C. Folgeuntersuchun-
gen kénnten das Verhalten auch fur andere Redox- und Temperaturbereiche aufklaren und so optima-
le Bedingungen fiir die biologische SMX-Elimination definieren.
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Die vorliegenden Untersuchungen erfolgten mit Belebtschlamm und Bakterien in Suspension, was zu
relativ langen Adaptionszeiten fiihrte. Es ist bekannt, dass Bakterien in Biofilmen, d.h. einem Auf-
wuchs von Mikroorganismen auf Grenzflachen, oft effektiver im Schadstoffabbau sind. Dies wurde
auch schon mit Wasser-Sedimenttests gezeigt. Folgeuntersuchungen zum Abbau von Mikroschad-
stoffen sollten daher schwerpunktmafig mit Bakterien im Biofilm erfolgen.
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Anhang

6 Anhang
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D 82 <2 15 9 75 3 31 320 5 390 270 140 <50 <5 69 10
E 69 <2 12 7 60 7 55 300 4 400 380 160 <50 <5 58 14
F <2 <2 9 5 33 <2 <2 <50 <2 <50 <50 300 220 <5 15 <5
Main 38 9 6 5 29 <2 46 280 4 240 250 160 50 12 54 23
Rohwasser 55 <2 12 8 58 6 34 160 4 350 280 130 <50 <5 52 10
G 44 <2 14 6 41 9 51 210 3 60 140 120 <50 <5 <5 <5
H 29 <2 12 7 40 10 28 200 3 80 160 100 <50 <5 6 <5
| 29 <2 15 9 60 11 47 280 3 80 120 140 <50 <5 <5 <5
Rohwasser 32 <2 13 6 39 11 32 180 3 60 150 120 <50 <5 <5 <5
Main 61 10 9 6 45 4 61 230 5 450 380 120 <50 8 63 16
J 2 <2 14 9 60 <2 <2 <50 2 <50 70 480 250 <5 37 <5
K <2 <2 <2 <2 <25 <2 <2 <50 <2 <50 <50 1400 | 1500 <5 7 <5
L <2 <2 <2 <2 <25 <2 <2 <50 <2 <50 <50 120 <50 <5 <5 <5
Main 34 10 8 5 38 © 52 230 ® 450 350 140 <50 13 64 23
Main 14 <2 6 2 15 10 2 120 <2 60 50 72 <50 <5 8 <5
N 38 <2 16 10 75 14 48 410 3 150 240 140 <50 <5 20 10
Main 39 10 8 5 40 4 60 260 5 360 370 130 <50 11 62 22
(e] 3 <2 6 4 27 2 <2 <50 <2 70 120 56 <50 <5 27 <5
P 11 <2 14 10 75 4 <2 <50 3 170 150 100 <50 <5 56 11
Q 35 <2 19 15 100 10 6 290 3 280 300 140 <50 <5 85 14
R 5 <2 10 4 10 3 <2 50 <2 70 <50 150 <50 <5 8 <5
S 26 <2 19 9 70 19 7 380 3 120 120 680 240 <5 26 <5
T <2 <2 <2 <2 <25 <2 <2 <50 <2 <50 <50 <50 <50 5 9 <5
U 13 <2 10 8 50 5 2 110 2 130 100 100 <50 n.b. n.b. n.b.
\% 11 <2 9 4 23 7 2 130 2 60 <50 260 70 <5 8 <5
Regnitz vor KA 72 10 13 9 94 6 100 430 10 840 770 160 <50 16 129 33
Regnitz nach KA 110 10 18 12 105 8 140 700 14 1000 | 1000 170 <50 21 160 38
z 22 <2 16 11 52 10 5 200 2 200 80 190 <50 <5 20 <5
AA 14 <2 14 10 65 6 11 260 2 190 80 170 <50 <5 33 6
AB 60 <2 40 31 110 7 35 650 5 830 250 220 60 <5 62 8
Rezat nach KA 90 50 28 22 120 9 150 1300 13 620 950 250 80 14 143 39
Rohwasser 19 <2 11 8 38 4 5 130 2 170 60 100 <50 <5 20 <5

Anhang 1: Polare Spurenstoffe in Oberflichengewéassern, Uferfiltrat beeinflussten Brunnen und Rohwéssern —
Beprobung April 2009 (anonymisiert). Brunnendetails siehe Tab. 7.
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Beprobung 15.-17.9.09 Stoffkonzentrationen in ng/l
>
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iy o < a a O | O |S8| < iz @ 2 fa) s < | F|F|F
A 27 <2 11 7 45 6 20 170 240 180 120 <50 1400 <5 43 8
B 40 <2 15 10 75 9 60 310 360 300 200 <50 2200 <5 58 16
C 15 <2 9 5 30 5 2 100 <2 110 50 120 <50 950 <5 19 | <5
D 37 <2 16 11 87 9 40 300 4 400 260 190 <50 2300 <5 87 19
E 46 <2 18 12 97 10 100 360 4 400 390 180 <50 2600 <5 70 25
F <2 <2 5 3 20 <2 <2 <50 <2 <50 <50 350 210 500 <5 12 <5
Main 65 7 22 16 110 13 200 570 6 630 600 220 50 3500 26 220 | 35
Rohwasser 33 <2 15 10 75 9 40 260 3 360 280 170 <50 2200 <5 67 15
G 11 <2 12 4 39 21 50 110 <2 50 <50 180 <50 950 <5 <5 | <5
H 9 <2 11 5 38 13 35 80 <2 70 <50 160 <50 950 <5 5 <5
| 9 <2 12 6 46 10 50 140 <2 60 <50 180 <50 1000 <5 5 <5
Rohwasser 10 <2 12 5 40 15 40 110 <2 50 <50 170 <50 950 <5 <5 <5
Main 51 6 18 14 82 11 170 400 5 480 470 180 <50 3100 23 156 | 23
J <2 <2 12 8 56 <2 <2 <50 <2 <50 70 650 260 1500 <5 46 <5
K <2 <2 <2 <2 8 <2 <2 <50 <2 <50 <50 1600 | 1400 240 <5 9 <5
L <2 <2 4 3 4 <2 <2 <50 <2 <50 <50 120 <50 300 <5 <5 | <5
M 8 <2 2 2 22 10 <2 90 <2 50 <50 100 <50 400 <5 5 <5
N 34 <2 16 11 72 10 53 370 4 150 170 210 <50 2300 <5 33 8
Main 70 9 20 16 110 13 210 530 6 530 550 210 <50 3300 25 186 | 35
o 4 <2 8 6 35 <2 19 <50 <2 70 <50 70 <50 850 <5 33 <5
P 10 <2 16 12 82 4 <2 120 2 180 110 130 <50 2200 <5 79 11
Q 18 <2 16 12 110 8 7 330 <2 160 160 110 <50 2000 <5 76 12
R 5 <2 6 4 26 4 <2 50 <2 <50 <50 130 <50 500 <5 14 | <5
S 2 <2 5 3 18 2 <2 <50 <2 50 <50 130 <50 460 <5 11 | <5
T 23 <2 16 8 60 12 19 250 2 95 50 480 140 1900 <5 28 <5
U 13 <2 11 4 33 17 3 300 <2 50 <50 220 <50 1100 <5 7 <5
\Y <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <50 <2 <50 <50 50 <50 50 <5 7 <5
Rohwasser 9 <2 9 7 47 4 4 55 <2 110 60 85 <50 1300 <5 44 6
Rohwasser 6 <2 7 3 25 5 4 110 <2 <50 <50 330 90 750 <5 10 | <5
Regnitz vor KA 75 12 21 16 120 12 270 310 6 640 700 190 <50 3600 38 194 | 42
Regnitz nach KA 100 24 24 20 160 13 290 490 8 1000 | 1000 180 <50 4700 53 250 | 57
w 11 <2 9 7 20 2 14 140 <2 80 <50 360 60 570 <5 20 <5
X 14 <2 13 10 35 3 16 210 <2 130 50 300 <50 1000 <5 24 <5
Y 30 <2 25 21 90 5 25 460 3 300 110 320 <50 2100 <5 58 7
z 13 <2 14 10 40 5 8 180 <2 160 <50 200 <50 900 <5 20 <5
AA 7 <2 10 8 43 3 11 260 <2 140 <50 200 <50 900 <5 26 6
AB 28 <2 22 17 71 5 30 350 3 350 150 230 60 1700 <5 62 7
AC 40 <2 21 17 82 8 65 540 3 350 210 190 <50 1900 <5 69 11
Rezat vor KA 150 10 74 65 320 33 600 3800 19 1400 | 1800 320 70 8200 42 560 | 58
Rezat nach KA 190 14 87 76 400 40 740 4800 23 1600 | 2000 260 60 10000 | 37 448 | 51
Rohwasser | - 11l 18 <2 13 10 35 3 23 230 <2 190 60 200 <50 1000

Anhang 2: Polare Spurenstoffe in Oberflichengewéassern, Uferfiltrat beeinflussten Brunnen und Rohwéssern —
Beprobung September 2009 (anonymisiert). Brunnendetails siehe Tab. 7.
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Anhang 3: Weitere untersuchte polare Spurenstoffe (,Nicht-Arzneimittelwirkstoffe"):

Benzotriazol (1H-Benzotriazol) und Tolyltriazole (Summe von 4-Methyl-1H-Benzotriazol und 5-Methyl-
1H-Benzotriazol) werden als Korrosionsinhibitoren hauptsachlich in Maschinengeschirrspilmitteln (ca.
70 t/a), Frostschutzmitteln und Flugzeugenteisungsmitteln eingesetzt. Aufgrund der geringen Sorpti-
onsfahigkeit und der schlechten biologischen Abbaubarkeit ist die Eliminierung in Klaranlagen unvoll-
standig.

Acesulfam ist ein synthetischer Sti3stoff, der beispielsweise fiir kalorienarme Getréanke verwen-det
wird. Acesulfam wird vom Korper wieder vollstandig und unverandert ausgeschieden. Der SuR3stoff
wird in Klaranlagen nicht eliminiert und ist auch in Oberflachengewéssern relativ stabil. Somit erfllt er
die Kriterien eines idealen Markers fur hausliche Abwasser.

Phosphorsauretriester werden als Flammschutzmittel und Weichmacher z. B. in Farben, Tape-ten,
Polstermdbeln, Teppichbédden, Textilien und elektronischen Geraten eingesetzt. Aufgrund ihrer hohen
Produktionsmengen (>5000 t/a in der EU) wurden die Substanzen TCPP (Tris(2-chloro-1-propyl)-
phosphat) und TDCPP (Tris(dichlorpropyl)-phosphat) zur Untersuchung aus-gewahlt. TCEP (Tris(2-
chlorethyl)-phosphat) wurde als mégliche ,Altlast* ebenfalls quantifiziert. Dieser Stoff wird laut Anga-
ben der Industrie seit mehreren Jahren nicht mehr verwendet. Ein Eintrag von TCPP und TDCPP in
das kommunale Abwasser wird liber Waschlaugen vermutet.

Desphenylchloridazon und Methyl-Desphenylchloridazon sind ein Abbauprodukt bzw. Transformati-
onsprodukt des Herbizids Chloridazon, das seit den 60er Jahren hauptsachlich im Ribenanbau ein-
gesetzt wird. Nachweise von Desphenylchloridazon und Methyl-Desphenylchloridazon im Grund- und
Trinkwasser, teilweise in Konzentrationen bis mehrere pg/l, konzentrieren sich auf bestehende bzw.
ehemalige Ribenanbaugebiete. Die Metaboliten zeigen keine pestizide Wirkung.
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zur aquatischen Toxizitat und Vorschlag zur Ableitung von PNEC-Werten (Dr. Stockerl, LfU
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Anhang

Anhang 4 (Fortsetzung): Vorgehensweise und Quellen

PNEC-Vorschlag beruht auf: 1) Recherchierte Toxizitatsdaten (6 Datenbanken)
2) PNEC-Ableitungsregeln nach TGD (Technical Guidance Docu-
ment) des EU-Gefahrstoffrechts
Sicherheitsfaktor 1000: EC- bzw. LC50-Werte fiir die 3 Organis-
menklassen Algen, Kleinkrebse und Fische vorhanden
Sicherheitsfaktor 100: Ein Langzeit-NOEC fiir Fische oder Kleinkreb-
se vorhanden.

Knacker, T. (2003): Preliminary Environmental Risk Assessment (ERA) for Pharmaceuticals and Per-
sonal Care Products (PPCPs). Vortrag gehalten an der ENVIRPHARM in Lyon 14.-16. April 2003,
ECT Okotoxikologie GmbH, 65439 Florsheim/Main.

LAWA-Projekt Nr. O 10.03: Projektbericht zum Forschungsvorhaben "Entwicklung von Umweltquali-
tatsnormen zum Schutz aquatischer Biota in Oberflachengewdassern fir flussgebietsspezifische Stoffe
(2005), unveroffentlicht.

Steber, J.; Hater, W. (1997): Okotoxikologische beurteilung von Kiihlwasserbehandlungsmitteln. VGB-
Konferenz "Chemie im Kraftwerk 1997", VGB-TB 433, VGB Kraftwerkstechnik GmbH Essen.

Statsbygg (Norwegen) (2002): Revidert brukerveiledning for stedsspesifikk risikovurdering av foruren-
set grunn pa Fornebu.

HPVIS: High Production Volume Information System der US-EPA (http://www.epa.gov/hpvis).

GSBL: Gemeinsamer Stoffdatenpool des Bundes und der Lander (www.gsbl.de).

HSDB: Hazardous Substances Data Bank der US-National Library of Medicine
(http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB).

IUCLID: "International Uniform ChemicalL Information Database" nach EU-Gefahrstoffrecht
(http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/index.php?PGM=dat).

ECOTOX: Okotox-Datenbank der US-EPA (http://cfpub.epa.gov/ecotox).
ETOX: Okotox-Datenbank des UBA (http://webetox.uba.de/webETOX/index.do).
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