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harnstoff, ein kurzlich identifiziertes, stabiles Transformationsprodukt von Metformin haben wir
ebenfalls ozont. AulRer Piracetam waren alle Substanzen nur unvollstéandig biologisch abbaubar,
was auf die Bildung abbaustabiler, bakterieller TP hinweist. Als Reinsubstanzen eingesetzt,
konnten wir Metformin, Piracetam und Guanylharnstoff auch nach der Ozonung noch teilweise
nachweisen. Bei Metformin und Piracetam haben wir Hinweise auf die Bildung technischer TP
durch Ozonung erhalten. Die drei untersuchten ME wurden nach unseren Untersuchungen durch
die Ozonung vollstandig abgebaut. Mit keinem der durchgefiihrten Ansatze konnten wir mit
unserer Methodik im Ames-Test ein eindeutig positives Ergebnis erzielen. Eignung und
Leistungsfahigkeit der Methodik miissen noch weiter untersucht werden.
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Abstract

In this project, all originally applied substances are denoted as active ingredients or
mother substances (MS); hence, all substances having undergone modification in the human body
are referred to as metabolites (ME) and all subsequently arising products are referred to as
transformation products (TP); these may be bacterial TP, abiotic TP or technical TP, resulting for
example from drinking water purification. The main focus of the project is whether persisting MS
and ME can lead to mutagenic/genotoxic TP if drinking water purification includes an ozonation
process. First, we developed a method to identify potentially problematic MS and ME. Next,
selected substances were tested in respect of their biodegradability and fate during drinking-water-
ozonation. The Ames-test to identify mutagenic activity was performed using the original solutions
of the biodegradability tests and the same solutions after ozonation — here we interposed solid-
phase extraction (SPE) to concentrate substances before the Ames-test. From a total number of
706 balanced MS, we selected 19 MS known to undergo intensive metabolisation and identified 36
isomeric MS and 84 ME. These 120 substances were screened for their toxicological and
environmental relevance. We considered literature as well as QSAR-models, computing the end-
points biodegradability, mobility and mutagenicity/genotoxicity. The laboratory study included the
ME 4-acetamidoantipyrine, 4-formylaminoantipyrine and sulfapyridine as well as the MS metformin
and piracetam, which are excreted without metabolisation. We also ozonated guanylurea, a
recently identified dead-end TP of metformin.

With the exception of piracetam, all the tested substances were only incompletely biodegradable,
suggesting formation of stable bacterial TP. Metformin, piracetam and guanylurea could not be
removed completely by the ozonation process. We received some evidence that technical TP are
formed by ozonation of metformin and piracetam, whereas all tested ME were completely
degraded by this treatment. None of the experiments showed an increase in mutagenicity in the
Ames-test. The adequacy and sensitivity of the methodology need to be further investigated.

Keywords

degradation tests, 4-acetamidoantipyrine, amestest, drug balancing, pharmaceuticals, solid-
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Glossar / Abkiirzungen’

AAA 4-N-Acetylaminoantipyrin

AHFS American Society of Health-System Pharmacists

AOK Allgemeine Ortskrankenkasse

ATC Anatomical Therapeutic Chemical Classification

AUC Area Under Curve

CAS Chemical Abstracts Service

CBT Closed Bottle Test

CMR Cancerogen, Mutagen, Reproduktionstoxisch

DDD Defined Daily Dose

DMS Dimethylsulfamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DOC Dissolved Organic Carbon

ECOSAR Ecological Structure-Activity Relationship (QSAR-Modell der EPA)
EINECS European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances
ELINCS European List of Notified Chemical Substances

EMEA European Medicines Agency

EPA Environmental Protection Agency (US-Umweltbehorde)

ERA Environmental Risk Assessment, Umweltrisikoprifung

ESIS European chemical Substances Information System

FAA 4-N-Formylaminoantipyrin

GKV Gesetzliche Krankenversicherung

GOW Gesundheitlicher Orientierungswert

GSH Glutathion

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HSDB Hazardous Substances Data Bank

IARC International Agency for Research on Cancer (der WHO)
INN International Nonproprietary Names

IUCLID International Uniform Chemical Information Database
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

LC Liquid Chromatography

LD50 Lethale Dosis fir 50 % der Versuchstiere

logKow Oktanol/Wasser Verteilungskoeffizient (identisch mit logPow)
ME Metabolit

MITI Japanese Ministry of International Trade and Industry

MRT Manometrischer Respirationstest

MS Mgsiﬂgg)ectrometry (in den Zusammensetzungen LC-MS, LC-MS/MS und

! Abkilrzungen wie Sl-Einheiten werden nicht erklart
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GLOSSAR / ABKURZUNGEN

MS
NDMA
NLM
NOAEL
NOEC
NOEL
OECD
OKK
oTC
PEC
PKV
PNEC
QSAR
QSPR
REACH
SPE
t-BuOH
TOC
TP
TRGS
WHO
WIdO

Muttersubstanz (pharmazeutischer Wirkstoff)
N,N-Dimethylnitrosamin (N-Nitrosodimethylamin

National Library of Medicine

No Observed Adverse Effect Level

No Observed Effect Concentration

No Observed Effect Level

Organisation for Economic Co-operation and Development
Offentliche Krankenkasse

Over The Counter

Predicted Environmental Concentration

Private Krankenversicherung

Predicted No Effect Concentration

Quantitative Structure-Activity Relationship

Quantitative Structure-Property Relationship
Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals
Solid Phase Extraction

tertiarer Butylalkohol

Total Organic Carbon (gesamter organischer Kohlenstoff)
Transformationsprodukt

Technische Regeln fur Gefahrstoffe

Word Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
Wissenschaftliches Institut der AOK
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Zusammenfassung

Bis heute konnten zahlreiche Untersuchungen Arzneimittel in der aquatischen
Umwelt nachweisen, wobei unter "Arzneimitteln" sowohl die unveranderten Wirkstoffe
als auch die davon abgeleiteten Substanzen verstanden werden kénnen. In diesem
Projekt folgen wir der Nomenklatur, die alle im Arzneimittel enthaltenen Substanzen
als Wirkstoffe bzw. Muttersubstanzen (MS) bezeichnet, alle innerhalb des menschli-
chen Korpers gebildeten Substanzen als Metabolite (ME) und alle nachfolgend
entstehenden als Transformationsprodukte (TP), wobei bakterielle TP, abiotisch
entstehende TP und beispielsweise durch die Trinkwasseraufbereitung erzeugte,
technische TP moglich sind.

Wir haben die Frage untersucht, inwieweit aus persistierenden MS und ME bei der
Trinkwasseraufbereitung durch Ozonung mutagene/gentoxische TP entstehen
konnen.

Zunachst entwickelten wir ein Verfahren zur Auswahl von potenziell problematischen
MS und ME. In einem zweiten Schritt untersuchten wir ausgewahlte Substanzen auf
ihren biologischen Abbau, auf das Verhalten bei der Trinkwasser-Ozonung sowie
nachfolgend die ozonten Ansatze nach einem zwischengeschalteten Anreicherungs-
schritt (Festphasenextraktion — SPE) im Ames-Test auf mutagene Wirkungen. Nicht
ozonte Abbaulosungen haben wir auch direkt im Ames-Test untersucht.

Unser Auswahlverfahren nutzt im ersten Schritt die jahrlich publizierte Bilanzierung
auf Grundlage des in Deutschland vollstandig dokumentierten Verbrauches der GKV-
finanzierten und von niedergelassenen Arzten verschriebenen Fertigarzneien. Diese
Auswertung ist an den MS orientiert und deckt fir die meisten Substanzen auch
deren tatsachlichen Verbrauchsschwerpunkt ab. In einem Stufenprozess wahlten wir
aus anfanglich 706 bilanzierten MS letztlich 19 intensiv metabolisierte Substanzen
aus, von denen insgesamt 36 Strukturisomere und 84 ME identifiziert wurden. Diese
120 Stoffe bewerteten wir toxikologisch und umwelthygienisch ausfuhrlich. Grundlage
waren Literaturdaten sowie QSAR-Berechnungen zur biologischen Abbaubarkeit, zur
Mobilitat und zur Mutagenitat/Gentoxizitat. Praktisch untersucht haben wir die ME 4-
Acetamidoantipyrin, 4-Formylaminoantipyrin und Sulfapyridin sowie die unverandert
ausgeschiedenen MS Metformin und Piracetam. Guanylharnstoff, ein kirzlich identifi-
ziertes, stabiles Transformationsprodukt von Metformin haben wir ebenfalls ozont.

Auler Piracetam waren alle Substanzen nur unvollstandig biologisch abbaubar, was
auf die Bildung abbaustabiler, bakterieller TP hinweist. Als Reinsubstanzen einge-
setzt, konnten wir Metformin, Piracetam und Guanylharnstoff auch nach der Ozonung
noch teilweise nachweisen. Bei Metformin und Piracetam haben wir Hinweise auf die
Bildung technischer TP durch Ozonung erhalten. Die drei untersuchten ME wurden
nach unseren Untersuchungen durch die Ozonung vollstandig abgebaut. Mit keinem
der durchgeflihrten Ansatze konnten wir mit unserer Methodik im Ames-Test ein
eindeutig positives Ergebnis erzielen. Eignung und Leistungsfahigkeit der Methodik
mussen noch weiter untersucht werden.
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Summary

To date, many investigations have been able to detect pharmaceuticals in the aquatic
environment, whereby "pharmaceuticals" may refer to the unmodified active ingredi-
ent or a derivative substance. In this project, we follow the nomenclature, that
denotes all originally applied substances as active ingredients or mother substan-
ces (MS); hence, all substances having undergone modification in the human body
are referred to as metabolites (ME) and all subsequently arising products are referred
to as transformation products (TP); these may be bacterial TP, abiotic TP or technical
TP, resulting for example from drinking water purification.

The main focus of the project is whether persisting MS and ME can lead to
mutagenic/genotoxic TP if drinking water purification includes an ozonation process.

First, we developed a method to identify potentially problematic MS and ME. Next,
selected substances were tested in respect of their biodegradability and fate during
drinking-water-ozonation. The Ames-test to identify mutagenic activity was performed
using the original solutions of the biodegradability tests and the same solutions after
ozonation — here we interposed solid-phase extraction (SPE) to concentrate substan-
ces before the Ames-test.

For substance selection we utilised the balance of all proprietary medicinal products
prescribed by general practitioners and paid for by the Statutory Health Insurance
system. In Germany, this comprehensive analysis of prescriptions is published once a
year, and for most substances (MS) this balance represents the main focus of
consumption. From a total number of 706 balanced MS, we selected 19 MS known to
undergo intensive metabolisation and identified 36 isomeric MS and 84 ME. These
120 substances were screened for their toxicological and environmental relevance.
We considered literature as well as QSAR-models, computing the endpoints bio-
degradability, mobility and mutagenicity/genotoxicity. The laboratory study included
the ME 4-acetamidoantipyrine, 4-formylaminoantipyrine and sulfapyridine as well as
the MS metformin and piracetam, which are excreted without metabolisation. We also
ozonated guanylurea, a recently identified dead-end TP of metformin.

With the exception of piracetam, all the tested substances were only incompletely
biodegradable, suggesting formation of stable bacterial TP. Metformin, piracetam and
guanylurea could not be removed completely by the ozonation process. We received
some evidence that technical TP are formed by ozonation of metformin and
piracetam, whereas all tested ME were completely degraded by this treatment. None
of the experiments showed an increase in mutagenicity in the Ames-test. The
adequacy and sensitivity of the methodology need to be further investigated.
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2 Einleitung und Aufgabenstellung

2.1 Arzneimittel in der aquatischen Umwelt

Bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden vereinzelt Befunde zum
Vorkommen von Arzneimitteln in der Umwelt publiziert. Frih bekannt gewordene Bei-
spiele betreffen z.B. das Hormon Ethinylestradiol, welches nach der Einflhrung der
Antibabypille verbreitet Verwendung fand [66, 95] oder in Deutschland ab 1992 den
Lipidsenker-Metaboliten Clofibrinsaure [117, 118,]. Hierzu hat sich auch 1994 das
damalige Bundesgesundheitsamt geauldert, indem es auf die Konzentration im Berli-
ner Oberflachen-, Grund- und Trinkwasser weit unterhalb einer Wirkschwelle verwie-
sen hat — aber auch auf grundsatzliche umwelthygienische Bedenken [20]. Mitte der
80er Jahre erschien von Richardson und Bowron [97] die erste relativ ausfuhrliche
Studie, die sich mit der biologischen Abbaubarkeit und dem Austrag von Arznei-
mitteln aus Klaranlagen beschaftigte.

Durch die Arbeit mehrerer Arbeitsgruppen erfuhr das Thema "Arzneimittel in der
Umwelt" ab Mitte der 90er Jahre eine grof3e Aufmerksamkeit — in Deutschland sowie
dann auch im weiteren europaischen Raum. Die meisten Arbeiten konzentrierten sich
zunachst auf leicht nachzuweisende und von der Menge her bedeutende Wirkstoffe
wie beispielsweise Lipidsenker, Betablocker oder Schmerzmittel [55, 121]. Wie schon
bei den als besonders gefahrlich eingeschatzten Zytostatika [68] wurden spater
systematischere Ansatze gewahlt, bei denen nicht nur der Nachweis der Stoffe, son-
dern auch deren Verhalten, wie z.B. die Abbaubarkeit und die Wirkung auf Umwelt-
organismen betrachtet wurden [2, 51, 53, 61]. Heute werden Arzneimittelruckstande
im Zu- und Ablauf von Klaranlagen, in Oberflachenwassern und vereinzelt auch im
Grund- und Trinkwasser weltweit nachgewiesen, wie Studien aus den Niederlanden
[105, 110], den skandinavischen Staaten [49, 52], der Schweiz [15, 120], Italien [22],
Spanien [23] und den USA [64] sowie andere, zusammenfassende Darstellungen
[56, 66] belegen.

Neben Humanarzneimitteln wurden analoge Untersuchungen fir Veterinararznei-
mittel durchgefuhrt [122]. Diese konnten in Bdden nachgewiesen werden und in
Einzelfallen wurde ihr Vordringen auch ins Grundwasser nachgewiesen [136].

2.2 Situation in Deutschland

Sowohl das Umweltbundesamt [100, 125, 126, 127, 129] als auch der Bund-Lénder-
Arbeitskreis Chemikaliensicherheit (BLAC) [14] befassen sich seit Jahren intensiv mit
dem Vorkommen von Arzneimitteln im Wasserkreislauf. Weitere Studien zu Ver-
brauchs- und Eintragsmengen sowie zum Nachweis der Stoffe wurden von Nord-
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rhein-Westfalen [13], in Baden-Wurttemberg [17, 101, 102] und Bayern [11, 115], von
der Arbeitsgemeinschatt fiir die Reinhaltung der Elbe (Arge Elbe) [96] sowie von
Brandenburg [54] aufgesetzt. Einige Vorhaben sind speziellen Fragestellungen wie
der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen [57] oder den Umweltrisiken von Zyto-
statikaemissionen [67] gewidmet.

Bislang standen in erster Linie die applizierten Wirkstoffe selbst im Fokus des
Interesses, nicht aber die ggf. im Stoffwechsel von Mensch und Tier entstehenden
Produkte — im Folgenden Metabolite genannt — sowie die ggf. aulderhalb des Koérpers
entstehenden Produkte —im Folgenden Transformationsprodukte genannt (zur
Terminologie siehe Kapitel 4.1, S. 34ff).

Das hier durchgefiihrte und beschriebene Forschungsvorhaben ist ein Beitrag dazu,
wie der Kenntnisstand Uber das Vorkommen und die Relevanz von Arzneimittel-
metaboliten und -transformationsprodukten in der aquatischen Umwelt zu verbessern
ist und es formuliert den Forschungsbedarf hierzu. Im Zentrum unseres Interesses
steht die Moglichkeit des Entstehens von trinkwasserrelevanten Metaboliten und
Transformationsprodukten mit gentoxischen Eigenschaften.

2.3 Metabolite

Nach Applikation eines pharmazeutischen Wirkstoffes kann dieser unverandert aus-
geschieden oder durch den korpereigenen Stoffwechsel und/oder seine mikrobielle
Flora charakteristisch verandert oder gar vollstandig abgebaut werden. Die Metaboli-
sierungs- und Ausscheidungsraten schwanken je nach Wirkstoff zwischen 0% und
100 %. Ein Beispiel fur intensive Metabolisierung ist das Antirheumatikum Diclofenac,
von dem weniger als 1% der applizierten Dosis unverandert ausgeschieden werden.
Ein Beispiel fur keinerlei Metabolisierung ist das Antidementivum Piracetam.

Manche Substanzen —trotzdem als Wirkstoff bezeichnet — bilden ihre arzneilich
wirksame Form Uberhaupt erst nach einer metabolischen Aktivierung aus. Solche
Substanzen werden als Prodrug bezeichnet. Beispiele fur arzneilich unwirksame
Prodrugs sind die Zytostatika Ifosfamid und Cyclophosphamid. Erst die Metaboliten
Acrolein und Isophosphamid-Lost (Ifosfamid) sowie Acrolein und Phosphoramidlost
(Cyclophosphamid) sind die DNA-aktiven Antitumor-Substanzen. Auch bei den Nicht-
Prodrugs zeigen Metabolite oftmals eine pharmakologische Effektivitat, diese kann
geringer oder auch gleich hoch wie die des urspriinglich applizierten Wirkstoffes sein.

Auch wenn die im Sinne der jeweiligen Arzneimittelindikation beabsichtigte
Wirksamkeit bei der Metabolisierung verlorengeht, so ist damit nicht unbedingt
gesagt, dass solche Metabolite keinerlei human- oder okotoxikologische Bedeutung
mehr haben.

Trotzdem ist festzustellen, dass bei der langjahrigen Erforschung der Umweltrisiken,
die aus der Verwendung von Arzneimitteln resultieren, die Bewertung der Metaboliten
bislang erstaunlich wenig Aufmerksamkeit gefunden hat.
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Als Reaktion auf die Auswertung des Arzneimitteluntersuchungsprogrammes bat
schlief3lich in 2003 die 61. Umweltministerkonferenz den Bundesumweltminister, das
Umweltbundesamt zu beauftragen, Arzneistoffe zu identifizieren, die in relevanten
Mengen — auch als stabile Metabolite — in die Umwelt gelangen kdonnen. Gegebe-
nenfalls sollten auch neue Testmethoden, insbesondere als Grundlage fir die Bewer-
tung chronischer Arzneistoffexpositionen, entwickelt werden. Arzneimittel und Meta-
bolite mit hohem toxischen Potenzial sowie mit hoher Persistenz und hohem Akku-
mulationspotenzial sollten auch dann berucksichtigt werden, wenn sie in nur relativ
geringen Mengen in die Umwelt gelangen.

2.4 Transformationsprodukte aus der Umwelt

Stoffe, die unverandert oder als Metabolite ausgeschieden werden, kdnnen im Ab-
wasser, bei der Abwasserreinigung oder als Spurenstoffe in Oberflachenwassern
modifiziert werden und weitere abbaustabile Substanzen erzeugen: die Transforma-
tionsprodukte. Solche Stofftransformationen kénnen aus unvollstandigem mikro-
biellen Abbau resultieren oder abiotisch aus Hydrolyse, Redoxreaktionen oder Photo-
lyse. Auch durch Komplexierung mit Kationen oder durch Interaktion mit Humin-
stoffen sind deutliche Eigenschaftsveranderungen moglich.

Viele Wirkstoffe werden durch die kommunale Abwasserbehandlung nur unzu-
reichend entfernt [14, 23, 24]. Bislang konnten z.B. fur manche Antibiotika [47], fur
das Rontgenkontrastmittel Amidotrizoesaure [51] und flr den Calciumantagonisten
Verapamil [123] abbaustabile Transformationsprodukte gefunden werden. In anderen
Studien wurde z.B. fur den Lipidsenker Bezafibrat im bakteriellen Abbauversuch eine
hydrolytische Spaltung zu 4-Chlorbenzoesaure und flir das Antiphlogistikum-Analgeti-
kum Ibuprofen eine Hydroxylierung als primarer Abbauschritt nachgewiesen [94].
Transformationen durch photolytische und/oder oxidative Reaktionen kénnen zu
mutagenen oder gentoxischen Produkten fihren, wie aus entsprechenden Verfahren
der Wasserbehandlung hinreichend bekannt ist (vgl. ndchstes Kapitel 2.5).

Aus manchen Metaboliten, z.B. aus Konjugationsprodukten des Glutathions, der
Glukuronsaure, des Glycins oder des Sulfats, kénnen in Klaranlagen durch Ruck-
spaltung sogar die urspriunglichen Wirkstoffe wieder entstehen.

2.5 Technische Transformationsprodukte aus der Trinkwasser-
aufbereitung

Gemall §6 der Trinkwasserverordnung (TVO) [19] durfen im Trinkwasser keine
chemischen Stoffe in Konzentrationen enthalten sein, die Anlass zu gesundheitlicher
Besorgnis bieten. Darlber hinaus besteht nach §6(3) TVO eine Verpflichtung,
Verunreinigungen zu minimieren. Die Trinkwasseraufbereitung in den Wasserwerken
dient deshalb, abgesehen von den mikrobiologischen Anforderungen, auch der
Herstellung eines in chemischer Hinsicht einwandfreien Trinkwassers. In Fallen, in
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denen anthropogen beeinflusstes Grund- oder Oberflachenwasser als Trinkwasser-
ressource eingesetzt wird, ist zur Einhaltung der Qualitatsanforderungen haufig eine
mehrstufige Aufbereitung notwendig. Die Art der Aufbereitung richtet sich nach dem
jeweiligen Verunreinigungsgrad des Rohwassers und den Ortlichen Gegebenheiten.
Bei starker anthropogen beeinflussten Wassern kommen oft mehrere Verfahren oder
Verfahrenskombinationen zum Einsatz. Wichtige Verfahrensstufen sind dabei Ufer-
filtration, chemische Oxidation mit Ozon, Aktivkohleadsorption und Sicherheits-
chlorung.

Bei der Uferfiltration unterliegt das infiltrierte Oberflachenwasser einer Bodenpassa-
ge, bei der insbesondere mikrobielle Prozesse zu einem partiellen Umbau oder zu
einer vollstandigen Mineralisierung der enthaltenen Fremdstoffe fihren konnen.
Erfahrungswerte von einer betrachtlichen Anzahl von Standorten lassen den erheb-
lichen Einfluss dieser Bodenpassage auch bei pharmazeutischen Wirkstoffen erken-
nen. In einem BMBF-Forschungsvorhaben konnte gezeigt werden, dass etwa 80%
der in den Oberflachengewassern mengenmallig dominierenden Arzneimittelwirk-
stoffe nach der Uferpassage nicht mehr nachweisbar sind [107]. Ob die Substanzen
dabei mikrobiell vollstandig mineralisiert, modifiziert oder nur adsorbiert wurden, ist
bisher im Einzelfall bislang nicht untersucht worden. Offensichtlich kann jedoch eine
Reihe von Arzneimittelwirkstoffen, die in der Klaranlage nicht vollstandig eliminiert
werden, in nachgeschalteten Kompartimenten partiell oder vollstandig mikrobiell
abgebaut werden.

Muassen bei der Trinkwasseraufbereitung organische Spurenstoffe entfernt werden,
so ist die Behandlung mit Oxidationsmitteln, insbesondere mit Ozon, in Deutschland
Stand der Technik [74, 131, 132]. Darlber hinaus kdonnen organische Substanzen
auch bei der Desinfektion mit Chlor oder durch UV-Bestrahlung uber Umlagerungs-,
Oxidations- und/oder Additions- bzw. Substitutionsreaktionen transformiert werden
[58]. Jede Veranderung der chemischen Struktur bewirkt, dass eine Substanz nicht
mehr nachweisbar ist und im allgemeinen Sprachgebrauch als "eliminiert" oder als
"primar eliminiert" gilt. Tatsachlich kommt es haufig jedoch nicht zu einer vollstan-
digen Mineralisation [z.B.9, 10], sondern es entstehen organische Reaktions- und
Umbauprodukte, die unter Umstanden auch durch nachfolgende Aufbereitungsstufen
nicht aus dem Wasser entfernt werden.

Wahrend die technischen Fragestellungen der Umsetzung des Ozonungsprozesses
in der Praxis der Trinkwasseraufbereitung heute weitgehend gelost sind, sind die
chemischen Vorgange und insbesondere die Bildung und die Beurteilung der entste-
henden Reaktionsprodukte noch immer mit vielen Fragezeichen verbunden. Uber
Transformationsprodukte, die bei der Reaktion von Arzneimittelwirkstoffen oder hor-
monell wirksamen Stoffen mit Ozon, Chlor oder UV-Strahlung entstehen, liegen bis-
lang nur wenige Erkenntnisse vor. McDowell et al. [79] konnten im EU-Projekt
POSEIDON nachweisen, dass bei der Umsetzung des Antiepileptikums Carbamaze-
pin mit Ozon die Transformationsprodukte BQM [1-(2-Benzaldehyd)-4-hydro-(1H,3H)-
quinazolin-2-on], BQD [1-(2-Benzaldehyd)-(1H,3H)-quinazolin-2,4-dion] und BaQD
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[1-(2-Benzoesaure)-(1H,3H)-quinazolin-2,4-dion] entstehen konnen. Im selben
Projekt wurden auch mdgliche Transformationsprodukte der Ozonung des Hormons
Ethinylestradiol untersucht [59], einem Wirkstoff vieler Kontrazeptiva. Uber die toxiko-
logische Relevanz von Arzneimittel-Transformationsprodukten wurden in allen
genannten Arbeiten keine Aussagen getroffen. Grundsatzlich kdnnen die Transforma-
tionsprodukte der Trinkwasseraufbereitung auch bei der Abwasserbehandlung
entstehen, wenn dort entsprechende Verfahren zur Anwendung kommen.

Dass im Rahmen des mikrobiellen Abbaus und bei der Trinkwasseraufbereitung aus
anthropogenen organischen Spurenstoffen unter Umstanden auch aktivierte und
toxikologisch hoch relevante Transformationsprodukte gebildet werden konnen,
zeigten unter anderem Matsushita et al. [76, 77, 78]. Bei ihrer Untersuchung des
aeroben, anaeroben und photolytischen Abbaus des Insektizids Fenitrothion stellten
diese Autoren in verschiedenen Ames-Stammen eine Zunahme der Mutagenitat nach
anaerobem Abbau und eine Verschiebung der Mutagenitatsspektren durch Photo-
abbau fest —die Punktmutationen nahmen ab, wahrend Frameshift-Mutationen
zunahmen.

2.6 Struktur-Eigenschafts-Beziehungen zum Umweltverhalten

Bereits geringe strukturelle Veranderungen eines Moleklls kbnnen dessen physi-
kalisch-chemische Eigenschaften, die biologische Wirksamkeit, aber auch die Abbau-
barkeit wesentlich beeinflussen. Bezlglich des photochemischen [46] wie auch des
chemischen Abbaus sind einige begunstigende Strukturelemente wie z.B. Mehrfach-
bindungen oder Estergruppen bekannt und auch die Bedingungen, unter denen es zu
einem Abbau durch Hydrolyse kommt [98]. Gleiches gilt fir die biologische Abbau-
barkeit [3, 50, 98]. Weitere Beispiele sind die Verschlechterung der Abbaubarkeit
organischer Verbindungen durch Fluorierung sowie die Verstarkung wie auch
Verminderung der Toxizitat durch Einfiihren einer Hydroxylgruppe beim Benzol.

In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurden zahlreiche Computer-basierte Metho-
den zur Berechnung von Stoffeigenschaften entwickelt und retrospektiv zur Bewer-
tung von Umweltschadstoffen eingesetzt. Dazu werden physiko-chemische Parame-
ter wie z.B. Fluchtigkeit und Wasserl6slichkeit, aber auch zunehmend heterogenere
Gruppen von Stoffen modelliert. Fur die Risikobewertung werden mit diesen Rechen-
modellen auch Okotoxizitats- und Abbaueigenschaften vorhergesagt.

Zur Beurteilung der Bioabbaubarkeit [3] oder der Aktivitat und Toxizitat neuer Wirk-
stoffe stehen heute leistungsfahige Computerprogramme zur Verfugung (z.B.
Multicase, TOPKAT, BESS, O-REX, DEREK, Chem Prop und andere). Die EU beab-
sichtigt, in ihrem Chemikalienrecht vermehrt QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) zur Beurteilung des Umweltverhaltens von Stoffen zuzulassen und die
Forschung voranzutreiben [65].
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Die US Umweltbehorde EPA praktiziert dies schon in gro3erem Ausmaf und stellt im
Rahmen der Stoffbewertung eigens ein QSAR/QSPR-Softwarepaket (EPI Suite?)
uber das Internet kostenlos zur Verfugung (QSPR = Quantitative Structure-Property
Relationship)®, das jedoch hinsichtlich der Giite der Vorhersagen gewissen Ein-
schrankungen unterliegt. So kann mit diesem Softwarepaket, wie mit vielen anderen
der oben genannten, auch nur ein einziger Parameter evaluiert werden, d.h. es kon-
nen auch keine eigenen Datenbanken mit weiteren Parametern aufgebaut werden.
Dies ist ein gravierender Nachteil solcher Programme. Meist sind die zugrunde-
liegenden Datensatze und die verwendeten Algorithmen nicht einsehbar — in solchen
Fallen kann die Qualitat der Vorhersage nicht eingeschatzt werden. Auch konnen die
Ergebnisse nicht durch verbesserte Daten erweitert oder validiert werden [44].
Daruber hinaus eigenen sich viele Modelle nicht dazu, das fur eine bestimmte Eigen-
schaft verantwortliche Strukturelement eines Molekuls zu identifizieren.

Im Gegensatz dazu verfligen einige Modelle Uber Lerndatensatze und Experten-
systeme wie z.B. Multicase kdnnen im Idealfall laufend mit experimentellen Daten
erganzt und validiert, d.h. dem Erkenntnisfortschritt angepasst werden. Auch Erweite-
rungen um neue Parameter, wie z.B. die Sorption im Grundwasserleiter, sind
madglich, sofern experimentelle Daten daftr vorliegen bzw. erarbeitet werden kénnen.
Mit solchen Stoffparametern kann z.B. das Transportverhalten im Untergrund
modelliert werden.

Ergebnisse von Struktureigenschaftsmodellen kdnnen auch Eingang in andere Mo-
delle finden. So kann bei der Simulation der Ausbreitung in Oberflachen- und Grund-
wassern das Umweltverhalten von schwer abbaubaren Stoffen besser eingeschatzt
werden. Dies ermdglicht dann eine vorlaufige Risikoabschatzung, ohne dass im
Idealfall der Stoff Uberhaupt synthetisiert und experimentell untersucht werden muss.
Dazu konnen auch Ausbreitungsmodelle unterschiedlicher Komplexitat Verwendung
finden (z.B. GREAT-ER [109], Simple Treat [48]). Bessere Kenntnisse Uber das
Transportverhalten von Spurenstoffen im aquatischen System werden von der
Senatskommission fur Wasserforschung als wichtig angesehen [30]. Expertensyste-
me wie z.B. META [114] erlauben eine Aussage, mit welchen Metaboliten im
Saugerorganismus und mit welchen Transformationsprodukten beim biologischen
und photochemischen Abbau zu rechnen ist. Damit ist es mdglich, auch Abbau-
zwischenprodukte in die Uberlegungen einzubeziehen.

2.7 Relevanz fur den Menschen —toxikologische Bewertung

Human- wie Tierarzneimittel erzielen ihre pharmakologische Wirkung haufig aufgrund
einer sehr spezifischen molekularen Wechselwirkung. Metabolite konnen &hnliche
pharmakologische Wirkungen aufweisen wie die Muttersubstanzen, wenn auch

2 EPI = Estimation Programs Interface
% http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuite.htm
www.epa.gov/oppt/newchems/tools/21ecosar.htm
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haufig mit geringerer Potenz. Die Wirkung kann sich bereits bei geringen strukturellen
Anderungen des Molekiils abschwachen oder dndern.

Einige Informationen zu relevanten Metaboliten werden bei den Prufungen im
Rahmen des Zulassungsverfahrens gewonnen. Studien zur Toxikokinetik gehoéren in
Europa, den USA und in anderen Landern zum vorklinischen Prifprogramm.

Arzneimittel unterliegen nicht den im Chemikaliengesetz vorgeschriebenen Prufun-
gen auf (Oko)toxizitat. Eine Prifung neuer Wirkstoffe erfolgt jedoch im Rahmen des
Zulassungsverfahrens auf Grundlage des von der Safety Working Party der Européi-
schen Arzneimittelagentur (EMEA*) verdffentlichten Leitfadens [84]. Dieser ist seit
Dezember 2006 in Kraft und sieht eine Umweltrisikopriifung (ERA®) vor. Der Leitfa-
den beschreibt ein Stufenmodell, das sich vor allem an den erwarteten Umwelt-
konzentrationen orientiert. Ein neuer Wirkstoff muss einer Umweltrisikoprifung meist
erst dann unterzogen werden, wenn er in einer Menge eingesetzt wird, die zur Uber-
schreitung des PEC®-Aktionswertes von 0,01 pg/L filhrt. Nur fir Substanzen mit
besonders hohem Risikopotenzial —z.B. bei hormoneller Wirkung oder bei hoher
Lipophilie” — wird eine Umweltrisikopriifung unabhangig vom PEC-Wert verlangt.
Eine Umweltrisikoprifung soll auch dann durchgeflhrt werden, wenn ein alter
Wirkstoff wesentlich haufiger eingesetzt wird als bisher, z.B. infolge einer neuen
Indikation.

Erst die vertiefte Umweltprifung nach Stufe B in Phase Il sieht ausdriicklich die
Berucksichtigung von relevanten Metaboliten vor. Relevant ist ein Metabolit dann,
wenn sein Anteil an der Ausscheidungsmenge =210 % ist.

In Deutschland hat bislang insbesondere das Bund-Lander-Untersuchungsprogramm
Arzneimittel in der Umwelt [14] auch zum Vorkommen von Metaboliten relevante
Informationen erbracht. Die human- und 6kotoxische Wirkung von Metaboliten ist in
der Regel nur sehr unzureichend charakterisiert. Arzneimittelmetabolite sind in der
Regel besser wasserloslich als die Ausgangssubstanzen und werden somit besser
ausgeschieden als diese. Sie zeigen damit aber auch eine hohere Mobilitat im
Wasserkreislauf.

Uber stabile Transformationsprodukte, die aus Wirkstoffen bzw. deren Metaboliten in
der Umwelt oder bei der Trinkwasseraufbereitung entstehen, liegen noch viel weniger
Informationen vor (siehe Kapitel 2.3 und 2.4). Fur Transformationsprodukte liegen in
der Regel Uberhaupt keine toxikologischen Daten vor. Der BLAC empfiehlt deshalb
weitere Untersuchungen zur Identifizierung wichtiger umwelt- und wasserwerksrele-
vanter Metaboliten und weiterer voraussichtlich relevanter, bisher nicht untersuchter
Wirkstoffe [14, S. 110].

EMEA = European Medicines Agency

ERA = Environmental Risk Assessment

PEC = Predicted Environmental Concentration

bei einem logKow (Oktanol/Wasser Verteilungskoeffizient) > 4,5

N o o s
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Bisherige Ansatze zur Risikobewertung fokussierten auf die pharmakologisch
bekannten Wirkungen der Muttersubstanzen. Sie kamen — auf der Basis einge-
schrankter Daten und nur fur wenige Wirkstoffe — zu dem Schluss, dass aufgrund der
geringen Konzentrationen nur eine geringe oder keine Besorgnis fur die menschliche
Gesundheit besteht [25, 27, 112]. Zur gesundheitlichen Bedeutung von Metaboliten
und Transformationsprodukten liegen jedoch kaum Aussagen vor. Unter anderem bei
der Trinkwasserbehandlung durch Ozonung, Chlorung oder UV-Bestrahlung ist auch
die Bildung weiterer Transformationsprodukte mdglich. Besonderes Augenmerk ist
hier auf die mogliche Entstehung gentoxischer Transformationsprodukte zu richten.

Die Bildung gentoxischer Verbindungen bei der Aufbereitung von Trinkwasser, insbe-
sondere aus Oberflachenwasser, ist seit langem bekannt. In der Literatur wurden
mehr als 500 Verbindungen beschrieben, die als Desinfektionsnebenprodukte (DNP)
bei der Trinkwasseraufbereitung entstehen. Einige DNP, wie Trihalogenmethane,
halogenierte Essigsauren, Bromat oder halogenierte Hydroxyfurane (MX und Analo-
ge) sind in diversen in-vitro Tests gentoxisch wirksam [6, 135].

DNP entstehen aus vielfaltigen naturlichen organischen oder anorganischen (z.B.
Ammonium oder Bromid) Verbindungen (Precursor-Substanzen). Die DNP-Fraktion
wird meist (iber Summenparameter wie TOC® beschriebenen.

Eine Ubersicht Uiber das Vorkommen und die komplexe Problematik der toxikolo-
gischen Bewertung von Arzneimittelspuren, Metaboliten und Transformationspro-
dukten im Trinkwasser, wird von Dieter und Muckter gegeben [31].

Aus epidemiologischen Studien ergeben sich Verdachtsmomente, die einen
Zusammenhang der Trinkwasserchlorung mit dem Auftreten bestimmter Krebsarten,
insbesondere Blasenkrebs, nahelegen. Allerdings ist die Datenlage fur eindeutige
Schlusse unzureichend [6, 60]. Trotzdem wurden zwei Nebenprodukte der Trink-
wasserchlorung, Dichloressigsaure und 3-Chlor-4-(dichlormethyl)-5-hydroxy-2(5H)-
furanon (MX), von der International Agency for the Research on Cancer (IARC) als
mogliche Humankanzerogene eingestuft [60]. Zur Entstehung von gentoxischen
Transformationsprodukten aus Arzneimittelwirkstoffen oder aus deren Metaboliten
wahrend der Trinkwasserdesinfektion liegen, soweit nach kursorischer Prufung
ersichtlich, keine Literaturdaten vor. Das hohe fachoffentliche Interesse an dieser
Problematik fuhrte im April 2004 auf Einladung des Umweltbundesamtes zum
internationalen Symposium "Genotoxicity and Immunotoxicity: Unwelcome Effects in
Aquatic Systems".

Langst ist klar, dass die Bildung gentoxischer Verbindungen nicht nur durch die Trink-
wasserchlorung induziert wird, sondern auch durch die alternativen Verfahren der
Ozonung und UV-Bestrahlung. So entsteht beispielsweise bei der Ozonung von
bromidhaltigem Wasser das mutmallich gentoxische Bromat [39]. Die Bildung von
allein nicht gentoxischen Co-Mutagenen ist u.a. fur die Chlorung heterozyklischer

8 TOC = Total Organic Carbon (gesamter organischer Kohlenstoff)
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Nitroaromaten oder Phenanthrenen [81, 90] sowie fur den UV-Abbau von Pesti-
ziden [77] beschrieben.

Der Ames-Test ist, insbesondere mit den beiden Teststammen TA98 und TA100, der
am haufigsten angewandte Mutagenitatstest im Wasserbereich [62, 89, 91]. Fir die
Untersuchung von Trinkwasser bzw. von Oberflachenwasser —z.B. Spurenstoffe
betreffend — muss deren Konzentration fur die Testung meist durch Anreicherungs-
verfahren erhoht werden [26, 69]. Der Ames-Test wird seit Jahrzehnten auch zur
Risikoabschatzung von Desinfektionsnebenprodukten der Trinkwasseraufbereitung
eingesetzt [6, 18, 29, 80].

2.8 Aufgabenstellung

In diesem Vorhaben sollten mit einem systematischen Ansatz trinkwasserrelevante
Arzneimittelwirkstoffe oder deren Metabolite identifiziert werden, die bislang noch
nicht Gegenstand einschlagiger Untersuchungen waren. Der Ansatz sollte auf
Verbrauchsmengen, auf Informationen zur Metabolisierung, auf Daten zur toxikolo-
gischen Relevanz, auf Informationen zur biologischen Abbaubarkeit sowie auf den
bisher publizierten Untersuchungen zum Vorkommen im Wasserkreislauf basieren.

Dabei sind zum einen sowohl solche Wirkstoffe von Interesse, die intensiv metaboli-
siert und anschlie3end nicht eliminiert werden und somit als Metaboliten die Trink-
wasseraufbereitung erreichen konnen. Andererseits sind fur die Fragestellung Wirk-
stoffe relevant, die in chemisch unveranderter Form die Trinkwasserversorgung errei-
chen kénnen.

Fur beide Stoffgruppen sollten identifizierte Vertreter exemplarisch und in einem
Laborversuch einem typischen Aufbereitungsverfahren (Ozonung) ausgesetzt wer-
den, um zu bestimmen, ob bei dieser Behandlung stabile Transformationsprodukte
mit gentoxischer Wirkung entstehen.

Wahrend in der urspringlichen Projektplanung auch andere Trinkwasseraufberei-
tungsverfahren wie die Chlorung und UV-Behandlung untersucht und zudem der
Einfluss der Uferfiltration anhand von Testfiltern simuliert werden sollten, erwies sich
bereits die gewahlte Kombination aus Abbautest, Ozonung und Anreicherung als so
komplex, dass wir in Abstimmung mit dem Auftraggeber beschlossen haben, die
vorhandenen Ressourcen hierauf zu konzentrieren. Die genannten Aufbereitungs-
verfahren werden jedoch in Kapitel 3.4.8 kurz diskutiert.

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



3 Methoden

3.1 Stoffauswahl

Die Gesamtmenge der in Deutschland jahrlich verbrauchten Arzneimittel bzw. der
darin enthaltenen Wirkstoffe war zunachst unbekannt. Als ersten Schritt zur Auswahl
von bislang nicht identifizierten, aber moglicherweise umwelt- oder trinkwasser-
relevanten humanmedizinischen Arzneimittelwirkstoffen, Metaboliten oder Transfor-
mationsprodukten haben wir deshalb eine reprasentative Mengenabschatzung sowie
eine nachfolgende Wirkungsabschatzung durchgeflnhrt.

3.1.1 Mengenabschatzung

Rezeptpflichtige Arzneimittel werden in Deutschland von niedergelassenen oder von
Krankenhausarzten verordnet und Uber die gesetzliche (GKV) oder private Kranken-
versicherungen (PKV) abgerechnet. Die Uberwiegende Mehrzahl der Versicherten ist
Mitglied der GKV®. Wie eigene Bilanzierungen oder jahrlich erstellte
Kostenanalysen'® zeigen, wird die Mehrzahl der Medikamente im niedergelassenen
Bereich verbraucht. In der Regel machen klinische Verbrauche nur rund 10 % der
rezeptpflichtigen Arzneimittel aus™”.

Darlber hinaus sind einige risikoarmere Arzneimittelwirkstoffe auch in frei verkauf-
lichen Arzneimitteln enthalten (OTC, Over The Counter). Ein Beispiel ware das
Schmerzmittel Acetylsalicylsdure, das laut einer friiheren Marktanalyse auch seinen
eindeutigen Verbrauchsschwerpunkt in diesem Bereich hat [126].

In Deutschland ist ansonsten die Datenlage fur den mengenmaldig dominierenden
Verbrauchsbereich — dieser umfasst die von niedergelassenen Arzten verordneten
und GKV-finanzierten Fertigarzneimittel™ — hervorragend. Samtliche hier ausge-
stellten Rezepte werden ausgewertet und jahrlich ausfuhrlich im Arzneiverordnungs-
Report sowie zusammengefasst auch vom Statistischen Bundesamt (Gesundheits-
berichterstattung des Bundes) publiziert. Im hier vorgelegten Bericht haben wir die
Angaben fur das Jahr 2005 analysiert [113].

Im Arzneiverordnungsreport sind die Verbrauche von Einzelwirkstoffen und typischen
Kombinationen als Vielfaches der durchschnittlichen Tagesdosis (DDD, Defined Daily

° Jaut Mikrozensus-Erhebung sind 88,0 % der Bevodlkerung Mitglied der GKV (aktuellste Angabe aus der

Gesundheitsberichterstattung des Bundes fiir das Jahr 2003)

10 Angaben des Statistischen Bundesamtes, zuganglich iber die Gesundheitsberichterstattung des Bundes
(www.gbe-bund.de)

" diese klinischen Verbrauche umfassen dabei sowohl die stationar als auch die ambulant behandelten Patienten

12 Fertigarzneimittel sind Handelspraparate. Daneben werden verordnete Arzneimittel fir einzelne Patienten auch
als sogenannte Rezepturen hergestellt. An den Gesamtkosten machen Rezepturen im Schnitt weniger als 10 %
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Dose) angegeben. Angaben, welche Stoffmenge (bei Enzymen auch welche Aktivitat)
einer DDD entspricht, werden von der Weltgesundheitsorganisation WHO (World
Health Organization) veroffentlicht. Teilweise hangt die DDD von der Applikations-
form™ ab. In diesen Fallen haben wir mit dem Mittelwert aller Angaben gerechnet.
Bei fehlenden WHO-Angaben haben wir ggf. Werte aus der deutschen Liste
(Amtlicher ATC-Index'* mit DDD-Angaben 2007) des Wissenschaftlichen Institut der
AOK (WIdO) ibernommen. Der Arzneiverordnungsreport verwendet zur Bezeichnung
der Wirkstoffe die INN-Nomenklatur (/nternational Nonproprietary Names) der WHO.
Wir haben die deutschen INN-Bezeichnungen verwendet, die als Amtlicher ATC-
Code ebenfalls vom WIdO herausgegeben werden.

Waren weder bei der WHO noch beim WIdO DDD-Werte angegeben, so flhrten wir
eine eigene Abschatzung aus den Dosierungsangaben der Arzneimittel-Fachinforma-
tionen der Hersteller durch. Die Abschatzung erfolgte in Anlehnung an das im Arznei-
verordnungsreport [113] geschilderte Vorgehen, z.B. wurden nur Erwachsenen-
dosierungen und Erhaltungsdosen berucksichtigt. Dabei haben wir alle im Arznei-
mittelverzeichnis "Rote Liste™" aufgefuhrten Arzneimittel berucksichtigt. In gleicher
Weise wurden erganzend fixe Wirkstoffkombinationen aufgelést und die anteiligen
Verbrauche der Einzelsubstanzen berechnet. Auch Enzymaktivitdten haben wir Uber
die Herstellerangaben in eine Mengenangabe (Tonnen pro Jahr) umgerechnet.

Nochmals betont wird, dass die so ermittelten Werte nicht die individuellen
Zubereitungen, die von Kliniken verbrauchten und auch nicht die von einer PKV oder
privat bezahlten Medikamente enthalten. Abgesehen von den OTC-Medikamenten,
die jedoch auf risikoarmeren Wirkstoffen beruhen, war es uns mit dem gewahlten
Ansatz dennoch mdglich, realistische Mengenangaben zu berechnen.

3.1.2 Ausschluss von Wirkstoffen

Die Rote Liste (Stand 2008) flhrt genau 2385 humanmedizinische Arzneimittelwirk-
stoffe auf. Bereits bei einer groben Sichtung waren fur uns mehr als 43 % davon als
organische oder anorganische Naturstoffe oder als Pflanzenextrakte [vgl. 111] identi-
fizierbar. Beispielsweise sind auch Wasser, Natriumchlorid, Sauerstoff, Ethanol,
Glycerol oder Harnstoff Arzneimittelwirkstoffe. Solche naturlich vorkommenden Wirk-
stoffe oder Pflanzendrogen wie Theophyllin, Thymian oder Johanniskraut haben wir
von der weiteren Betrachtung ausgeschlossen. Ebenfalls ausgeschlossen wurden
alle nicht naturlich vorkommenden, aber biologisch leicht und vollstandig abbaubaren
organischen Verbindungen (z.B. Lactulose).

aus — allerdings gibt es Ausnahmen wie Zytostatika, die ganz tiberwiegend in Form von individuell hergestellten
Rezepturen appliziert werden

'3 inhalativ, nasal, oral, parenteral, rektal, sublingual/buccal, transdermal oder vaginal

" ATC, Anatomical Therapeutic Chemical Classification, ist das therapiebezogene System der WHO zur
Klassifizierung von Arzneimittelwirkstoffen

'3 Rote Liste Service GmbH, Mainzer LandstraRe 55, 60329 Frankfurt/Main, www.rote-liste.de
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Erganzend ist anzumerken, dass auch nach einer solchen Vorauswahl manche
humanmedizinisch eingesetzte Wirkstoffe — neben einem Einsatz in der Veterinar-
medizin — nicht ausschliel3lich in Arzneimitteln zum Einsatz kommen kdnnen, sondern
auch in weiteren Produkten, z.B. Natamycin zur Oberflachenbehandlung von Kase
sowie Triclosan oder Benzalkoniumchlorid in Desinfektionsmitteln oder Kosmetika.
Aufgrund ihrer verbreiteten Verwendung durch den Menschen konnen auch manche
pflanzliche Inhaltsstoffe, die ebenfalls Arzneimittelwirkstoff sind, im Wasserkreislauf
nachgewiesen werden, beispielsweise Coffein [115]. Haupteintragsquelle fir das im
Ubrigen leicht biologisch abbaubare Coffein ist aber zweifelsfrei die Verwendung als
Genussmittel.

Der Begriff "Arzneimittelwirkstoff" kennzeichnet somit aber weder eine ausschliellich
anthropogen erzeugte Substanz noch deren ausschlieBlich medizinische Verwen-
dung. Fur die hier ausgewahlten und untersuchten Wirkstoffe bzw. Metaboliten sind
uns solche nichtmedizinischen Verwendungen nicht bekannt.

3.1.3 Metabolisierung

Far Wirkstoffe mit einer berechneten Jahresmenge von mehr als 0,5 Tonnen haben
wir den Arzneimittel-Fachinformationen der Hersteller Angaben zur Resorptionsrate
und zur Metabolisierung entnommen. Wir haben angenommen, dass die gesamte
Menge der verschriebenen Arzneimittel vollstandig eingenommen wurde und dass
nicht resorbierte bzw. nach Resorption unverandert ausgeschiedene Wirkstoffanteile
vollstandig im Abwasser erscheinen.

3.1.4 Endauswahl

Fiar die Endauswahl haben wir mittels QSAR (siehe Anhang S. 90ff) Abschatzungen
zur biologischen, aeroben Abbaubarkeit, zur Mobilitdt im aquatischen Milieu sowie
einen Parameter zur Mutagenitat/Gentoxizitat berechnet. Weiterhin haben wir die
Substanzen nach dem Vorkommen bestimmter, kritischer funktioneller Gruppen
bewertet und bei Metaboliten die kommerzielle Verfugbarkeit recherchiert. Die
Entscheidungskriterien haben wir in Form eines Ablaufschemas grafisch dargestellit.

3.2 Untersuchungsstrategie

Der experimentelle Teil der Arbeiten konzentrierte sich auf die Durchfuhrung und
Verknupfung von Abbautests der ausgewahlten Arzneimittelwirkstoffe und -metabolite
mit nachfolgender Ozonung, als Beispiel fiur eine oxidative Stufe der Trinkwasserauf-
bereitung. Zur Bewertung eventuell entstehender Transformationsprodukte haben wir
den Ames-Test auf Mutagenitat herangezogen. Die gesamte Untersuchungsstrategie
ist in Abb. 1 dargestelit.
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Abb. 1: Untersuchungsstrategie

Es wurden Versuche zur Bestimmung der leichten und inharenten (synonym:
potenziellen) biologischen Abbaubarkeit durchgefuhrt, wobei fur die Bestimmung der
inharenten Abbaubarkeit zusatzlich der Kombinationstest, mit dem die Minerali-
sierung zu CO; als eindeutiges Mal} der Endabbaubarkeit bestimmt werden kann,
eingesetzt wurde. Die Transformationsprodukte der Abbautests sowie die Muttersub-
stanzen oder Uber den Chemikalienhandel erhaltliche, definierte Metabolite wurden
anschlielend einer Ozonung zugefiihrt. Wie in Kapitel 3.5 ausgefuhrt wird, musste
ein Kompromiss zwischen einer niedrigen Priufsubstanzkonzentration bei der Ozo-
nung und einer fur die Aussagekraft des Ames-Tests wlnschenswerten hoheren
Konzentration gefunden werden. Daher wurde nach der Ozonung eine Festphasen-
anreicherung durchgefuhrt.

3.3 Abbautests

3.3.1 Leichte biologische Abbaubarkeit

Zur Bestimmung der leichten biologischen Abbaubarkeit haben wir den Closed-
Bottle-Test (CBT, OECD 301 D) [85] und den OxiTop- bzw. Manometrischen Respira-
tionstest (MRT, OECD 301 F) [87] durchgefuihrt. Beide Tests arbeiten im geschlos-
senen System mit geringen Substanzkonzentrationen und mit niedriger Bakterien-
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konzentration (Animpfung mit Klaranlagenablauf). Sie gehéren zur Gruppe der
diskontinuierlichen Testverfahren (Die-away-Tests).

Closed-Bottle-Test

Der Closed-Bottle-Test [85] ist ein Abbautest, mit dem organische Stoffe auf leichte
aerobe biologische Abbaubarkeit (Ready Biodegradability gema® OECD'®) unter-
sucht werden. Wird ein positives Ergebnis erzielt, so gilt diese Substanz auch in der
aquatischen Umwelt als leicht biologisch abbaubar [93, 82]. Im CBT wird uber vier
Wochen hinweg der Sauerstoffverbrauch gemessen. Zur naheren Erlauterung siehe
Darstellung des Tests im Anhang (S. 92ff).

OxiTop-Test (Synonym: Manometrischer Respirationstest)

Der OxiTop-Test (Manometrischer Respirationstest) untersucht ebenfalls die leichte
biologische Abbaubarkeit von organischen Substanzen unter aeroben Bedingungen
im Verlauf von vier Wochen. Im Unterschied zum CBT ist die Bakteriendichte hoher,
aber immer noch wesentlich geringer als beim Zahn-Wellens-Test (Kapitel 3.3.2).
Wird ein positives Testergebnis erzielt, so gilt die betreffende Substanz auch in der
aeroben aquatischen Umwelt als leicht biologisch abbaubar. Ahnlich wie beim CBT
sind im MRT die Atmungsgase indirekte Messparameter fir den biologischen Abbau
der Testsubstanz. Zur naheren Erlauterung siehe Darstellung des Tests im Anhang
(S. 94ff).

3.3.2 Inharente Abbaubarkeit / Mineralisierung

Zur Bestimmung der inharenten (synonym: potenziellen) biologischen aeroben
Abbaubarkeit haben wir den Zahn-Wellens-Test (OECD 302 B) [86] mit dem CO,-
Entwicklungstest (OECD 301 B) [83] gekoppelt. Gegen Atmospharenluft verschlosse-
ne Testansatze wurden mit kohlendioxidfreier Luft belUftet und das entstehende CO.
in nachgeschalteten Absorberflaschen mit Natronlauge gebunden und quantifiziert.
Von jeder Testsubstanz haben wir 2 Parallelansatze je 1 Liter mit einer Konzentration
von 50 mg TOC/L untersucht und mit 200 mg/L Belebtschlamm (Trockensubstanz)
einer kommunalen Klaranlage angeimpft. Nach 3 Stunden und dann wochentlich wur-
den durch die seitlich angebrachten Septen Proben aus den Reaktoren bzw. Absor-
bern entnommen und der DOC (Dissolved Organic Carbon) bzw. der IC (Inorganic
Carbon) bestimmt. Diese Methode erlaubte uns eine Unterscheidung des durch
Adsorption eliminierten Anteils und der Mineralisierung zu CO». In einer Wieder-
holungsprufung haben wir einen konventionellen offenen Zahn-Wellens-Test ohne
CO3-Erfassung durchgefuhrt, um Material fur die Ozonungsexperimente bereitzu-
stellen.

16 Organisation for Economic Co-operation and Development (www.oecd.org)
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3.4 Ozonung

3.4.1 Allgemeine Informationen zu Ozon

Die Bildung von Ozon aus reinem Sauerstoff ist ein endothermer Prozess, der
143,32 kJ/mol bendtigt [92]. Ozon ist unter anderem mittels stiller elektrischer Entla-
dung in der Gasphase grofdtechnisch herstellbar. Dabei zerschlagen hochenergeti-
sche Elektronen das Sauerstoffmolekul in zwei Sauerstoffatome. In einer nachfolgen-
den Stolyreaktion mit weiterem Sauerstoff (und einem zusatzlichen Stol3partner)
bildet sich dann das Ozonmolekul. Dabei werden in GroRanlagen Ozonkonzentratio-
nen bis zu 5 vol% erreicht [63]. Ozon ist thermodynamisch nicht stabil und zerfallt in
der Ruckreaktion wieder spontan zu Sauerstoff. Es ist ein starkes Oxidationsmittel
und reagiert mit anorganischen und organischen Verbindungen. Groftechnisch findet
es Verwendung bei der Aufreinigung und Desinfektion wahrend der Trinkwasser-
gewinnung und der Behandlung von Abwasser. Die elektronische Struktur des Mole-
kils erlaubt die Formulierung von mesomeren Grenzformeln, womit sich der
elektrophile Charakter des Molekuls erklaren Iasst (Abb. 2).

® @ @®

//0\0\/@ - @\/O/o\\ > Q. -0~N0 => 05
’d
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Abb. 2:  Grenzformeln des Ozon-Molekiils

Im Vergleich zum zweiatomigen Sauerstoff besitzt Ozon in Wasser eine 14fach
héhere Loslichkeit und liegt in Wasser metastabil vor. Die Ozonstabilitat wird dabei
empfindlich von mehreren Parametern (Schwermetallionen, org. Verunreinigungen,
Temperatur, pH) bestimmt. Die erzielbare Ozon-Konzentration in Wasser einer
Temperatur von 10°C liegt in der Praxis der Starkwassererzeugung’’ bei Werten bis
30 mgl/L.

Ozon ist ein starkes Oxidationsmittel. In Tab. 1 sind die relativen Oxidationspoten-
ziale verschiedener Spezies aufgetragen, die im Umfeld der Wasseraufbereitung von
Bedeutung sind. An dieser Stelle muss auch auf die Bildung von *OH-Radikalen aus
Ozon hingewiesen werden, die sich selbst in Reinstwasser durch die Reaktion von
Ozon mit Wasser bilden. Obwohl — verglichen mit der Konzentration des Ozons — die
*OH-Radikalkonzentration um einige GroRenordnungen tiefer liegt, darf dieser
madgliche Reaktionspartner nicht aulder Acht gelassen werden.

"7 Unter Starkwasser wird die technisch primar erzeugte Ozonlésung verstanden, die bei Batch-Versuchen
Verwendung findet
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Tab. 1: Oxidationspotenziale einiger fiir die Wasserbehandlung interessanter Verbindungen [63]

Fluor 3,06
Hydroxyl-Radikal 2,80
Naszierender Sauerstoff 2,42
Ozon 2,07
Wasserstoffperoxid 1,77
Perhydroxyl-Radikal 1,70
Hypochlorige Saure 1,49
Chlor 1,36

In einem Review von von Gunten [131] werden fundamentale Reaktionen fur die
Umsetzung anorganischer und organischer Verbindungen mit Ozon beschrieben, die
nach einem ersten Schritt in reaktiven Zwischenstufen enden (Abb. 3). Dabei handelt
es sich bei den funf vorgestellten Mdglichkeiten um eine selektive elektrophile Addi-
tion, deren intermediare Produkte je nach Losungsmittel weiter reagieren kdnnen.

A sto + 10, (30,)
+ — B * *
S+0, S—0—0-0 > ST+0,"
— > sio +0,-
+ - D
H—S + O, HS—0—0—-0 > S—0—0-0—H

Abb. 3: Reaktionsmechanismen von Ozon mit einer elektronenreichen Verbindung (S) [nach 131]

Im Folgenden wird kurz auf die mdglichen Reaktionspfade von Abb. 3 eingegangen:

(A) es kann zu einem Sauerstoffatom-Transfer kommen, der zu anionischen,
ungeladenen oder kationischen Spezies fuhren kann. Hierbei wird Singulett-
oder auch Triplett-Sauerstoff gebildet

(B) bei dieser Elektronentransfer-Reaktion bilden sich ein Radikalkation und ein
Ozonradikal-Anion

(C) aus der gleichen reaktiven Zwischenstufe kdnnen sich auch ein Oxylradikal
und ein Peroxidradikal-Anion bilden

(D) diese Reaktionsmaoglichkeit kann als Ozoneinfuhrung bezeichnet werden

(E) Uber eine Cycloaddition an eine Doppelbindung wird ein Primarozonid gebil-
det, das Ausgangspunkt weiterer Reaktionen ist
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Bei der Reaktion von Ozon mit organischen Verbindungen ist der elektrophile Angriff
an eine Doppelbindung von entscheidender Bedeutung (siehe Abb. 4, Nr. 1 u. 2).
Dieser Angriff und die nachfolgende C—C-Spaltung wird als Ozonolyse bezeichnet.
Der von Criegee [28] untersuchte Mechanismus bildet nach der elektrophilen Ozon-
addition Uber ein intermediar gebildetes Carbonium-lon den 5-Ring 1,2,3-Trioxolan
(Abb. 4, Nr. 2), das als Zwischenprodukt nur in organischen Losemitteln stabil ist.

/O\
0, 0] (0] | |
> < M )\ Ot )J\
1 2

Abb. 4:  Angriff des Ozons an eine Doppelbindung
zunachst bildet sich aus 1 das instabile Primarozonid 2 (1,2,3-Trioxolan), das in eine Ketoverbindung 4
(Aldehyd, Keton) und ein Carbonyloxid 3 zerfallt [nach 37]

lw
I~

Dieses Ozonid reagiert in wassriger Losung nach Abb. 5 in Folge von Hydrolyse-
reaktionen und Ring-Spaltung (C—C-Bindungsbruch) zu Aldehyden, Ketonen, Karbon-
sauren und Peroxiden weiter [28, 37]. Aus den Bruchstlcken (3 und 4) kénnen Uber
Folgereaktionen mit anderen Reaktionspartnern oder Umlagerungen verschiedene
thermodynamisch stabile Endprodukte entstehen (5 bis 9 in Abb. 5). Dabei werden oft
Carbonylverbindungen gebildet, deren Sauerstoffe an den Kohlenstoffatomen der
vormals angegriffenen Doppelbindung lokalisiert sind.

\ﬂ/ (Ozonid)
4

0
oL > ¢
0-0
Umlagerung Q 6
Py 6
0
O,
9, ROH ><OR z
~ON OOH
3
= 0
RCOOH ><04<R 8
OCH
Polymerisation ( | —‘ 9

Abb. 5:  Mdgliche Folgeprodukte ausgehend von dem reaktiven Carbonyloxid nach [99]
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Exemplarisch fur die Bildung des Folgeproduktes 7 aus Abb. 5 soll die Reaktion des
Carbonyloxids 3 mit Wasser beschrieben werden. Hier bildet sich neben einer Carbo-
nylverbindung auch Wasserstoffperoxid, das ebenfalls oxidierend wirkt (Abb. 6).

.0
. H, O

OH
O O
PN 22

Abb. 6: Bildung von Wasserstoffperoxid aus der Reaktion des Carbonyloxids 3 mit Wasser

3.4.2 Einflussgrof3en fur die Ozonreaktion

Die Art und Weise, wie Ozon mit einer Substanz reagiert, ist von diversen Para-
metern abhangig. Die Kinetik der Reaktion sowie das sich bildende Produktspektrum
sind in erster Linie von dem chemischen Aufbau der Substanz abhangig. Es muss
aber beachtet werden, dass verschiedene physikalisch-chemische Randbedingungen
Einfluss auf die Reaktion nehmen kénnen. Einige dieser Groéflken sind neben der
Ozonexposition der pH-Wert des Wassers, die Temperatur sowie anorganische und
organische Wasserinhaltsstoffe. Abhangig vom vorliegenden Wassertyp tritt eine
mehr oder weniger schnelle Ozonzehrung auf.

Zusatzlich kénnen die wahrend einer Ozonung auftretenden OH-Radikale mit ver-
schiedenen Wasserinhaltsstoffen abreagieren. Beispiele fur Radikalfanger sind das
Carbonat-lon oder der oftmals in Experimenten verwendete tertiare Butylalkohol
(t-BuOH). Wahrend Ozon sehr selektiv reagiert, attackiert das OH-Radikal unselektiv
mit annahernd diffusionskontrollierten Geschwindigkeitskonstanten. Aufgrund einer
limitierten OH-Radikalbildung und der hohen Reaktionsrate treten — verglichen mit
der Ozonkonzentration — wahrend der Ozonung nur geringe OH-Radikalmengen auf,
etwa um den Faktor 10°—107"° niedriger als Ozon [41]. In der erwahnten Arbeit von
von Gunten wird das Verhaltnis der Ozon- und Radikalkonzentration naher unter-
sucht. Darin wird ein Modell aufgestellt (Ri-Konzept'®), das es erlaubt, das Reak-
tionsverhalten eines Wassers in Bezug auf die Ozon- und Radikalreaktion charakteri-
sieren zu konnen. Dieses Modell stellt demnach eine Verknlpfung der physikalisch-
chemischen Randbedingungen mit den beobachteten Kinetiken und Reaktionspfaden
bei Ozonungen her.

EinflussgrofRe pH-Wert

Ozonmoleklle werden, katalysiert durch Hydroxid-lonen, auch zu Hydroxyl-Radikalen
abgebaut [133].

'® Ry beschreibt das im Zeitverlauf (t) variable Konzentrationsverhaltnis (c¢) von Hydroxylradikalen zu Ozon:
Rt = ¢(*OH)/c(03)
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(2) O,+HO, — 'OH+0;+0, k=28:10° L
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Abb. 7: Reaktionswege von Ozon im alkalischen Bereich

Das Ozonid-Radikal aus Gleichung (3) der Abb. 7 zerfallt schnell zum OH-Radikal.
Entsprechend Gleichung (1) kann der Ozonzerfall zum OH-Radikal kunstlich durch
eine Anhebung des pH-Wertes beschleunigt werden.

EinflussgrofRe Temperatur

Die Temperatur stellt einen wichtigen Reaktionsparameter dar, der jedoch oft nicht
systematisch untersucht wird. Eine héhere Temperatur fordert die Bildungsrate von
OH-Radikalen [41], weshalb unterschiedliche Temperaturen zu unterschiedlichen
Reaktionspfaden fuhren.

EinflussgrofRe DOC

Der DOC-Gehalt kann die Ozonstabilitat in unterschiedlicher Weise beeinflussen:
Zum einen kann es durch direkte Reaktion des DOC mit Ozon zu einer erhohten
Ozonzehrung kommen, weshalb sich die Ozonexposition allgemein verringert. Zum
anderen kénnen Uber den DOC aber auch OH-Radikale abgefangen werden, was
sich wiederum auf den Reaktionspfad auswirken kann. Aus diesen Grunden kann in
natlrlichen Wassern mit DOC-Gehalten von 0,7 mg/L bis 3,2 mg/L die Ozonexposi-
tion um den Faktor 60 variieren, wahrend die OH-Radikalexposition um den Faktor 10
unterschiedlich sein kann [131, 40]. Generell ist mit einer Erhdhung des DOC-
Gehaltes auch eine Erhéhung des Rq-Wertes verknUpft.

EinflussgrofRe Carbonatgehalt des Wassers

Die Carbonat-Alkalinitat nimmt Einfluss auf die Stabilitat des Ozons in wassriger
Lésung. Als Radikalfanger greifen sowohl das Carbonat- als auch das Hydrogen-
carbonat-lon in die oben beschriebene Reaktion zwischen OH-Radikal und DOC ein.
Als Inhibitoren reagieren Carbonat und Hydrogencarbonat mit OH-Radikalen, ohne
ein Superoxid (O2") zu bilden, welches mit Ozon zu OH-Radikalen reagieren wiirde.
Daher wird der Ozonumbau zu OH-Radikalen durch eine Erhéhung der Carbonat-
Alkalinitat verringert.
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3.4.3 Toxische anorganische Transformationsprodukte der Ozonung

Bei der Ozonung bromidhaltiger Wasser kann Bromat gebildet werden. Bei toxikologi-
schen Untersuchungen wurden Hinweise auf eine mdogliche kanzerogene Wirkung
gefunden [70], weshalb in der Trinkwasserverordnung [19] fur Bromat ein Grenzwert
von 10 pg/L festgesetzt ist. In der Literatur werden zwei Mechanismen der Bromat-
bildung aus Bromid diskutiert (Abb. 8). Der Mechanismus uber das Ozonmolekul
verlauft ausschlieB3lich Gber das Hypobromit-Anion und ist daher nur bei hdheren pH-
Werten von Bedeutung. Bei niedrigen pH-Werten Uberwiegt der radikalische Mecha-
nismus [104].

Br -
|
O3
HBrO / BrO- : > | BrO;~
(Ozon-Mechanismus)
O, dispr.
*OH
- dispr. *
B, Bror — s BrO, —21» BrO,”
Cos*_

(OH-Radikal-Mechanismus)
Abb. 8: Bromatbildungswege wahrend der Ozonbehandlung nach [130]

Zu einer erhdhten Bromatbildung tragen eine lange Kontakizeit, ein erhéhter pH
sowie hohe Ozon- und Bromid-Konzentrationen bei. Im Hinblick auf das mdgliche
kanzerogene Potenzial mussen die Verfahrensparameter im Wasserwerk so optimiert
werden, dass die Bromatbildung minimal ist und der Grenzwert eingehalten wird.

3.4.4 Organische Nebenprodukte der Ozonung

Der Angriff des Ozons erfolgt bei organischen Verbindungen oftmals an n-Elektronen
von Doppelbindungen oder aromatischen Systemen. Nach der Bildung eines Primar-
ozonids und eventuellen Umlagerungsreaktionen folgt die C-C-Spaltung der
ursprunglichen Doppelbindung. Daraus ergeben sich meist charakteristische Reak-
tionsprodukte wie Aldehyde und Karbonsauren (Abb. 4 und Abb. 5). Wichtige Neben-
produkte der Ozonung von Trinkwasser und deren zu erwartenden Konzentrationen
sind in Tab. 2 aufgelistet. Hervorzuheben sind die erhohten Gehalte der Karbonsau-
ren Oxalsaure, Essigsaure und Ameisensaure. Grundsatzlich nicht ausgeschlossen
werden konnen Verbindungen, die in deutlich niedrigeren Konzentrationen entstehen,
aber toxikologisch dennoch Relevanz haben, etwa aufgrund von Gentoxizitat.
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Tab. 2: Charakteristische Nebenprodukte der Trinkwasserozonung
Messdaten aus Wasserwerken nach [108]

Verbindung Strukturelement Konzentration
in pg/L
Formaldehyd, Acetaldehyd, Propionaldehyd R-CHO <10
Glyoxal OHC-CHO <10
Methylglyoxal CH3—C(O)-CHO <10
Ameisensaure, Essigsaure R-COOH bis 100
Oxalsaure HOOC-COCH bis 100
Glyoxalsaure OHC-COOH <10
Brenztraubensaure, Ketomalonsaure R-C(O)-COOH <10
Glykolsaure, 3-Hydroxy-Buttersaure R(OH)-COOH <10

3.4.5 N,N-Dimethylnitrosamin-Problematik

In letzter Zeit ist als mogliches Nebenprodukt der Trinkwasserozonung die Verbin-
dungsklasse der Nitrosamine in den Fokus geruckt. Nitrosamine sind kanzerogen und
haben im Falle ihres Auftretens bei der Ozonung in Wasserwerken weitreichende
Auswirkungen auf die Prozessfihrung und Ozondosis. So konnte das TZW zeigen,
dass der Fungizidwirkstoff Tolylfluanid biologisch u.a. zu dem Transformations-
produkt N,N-Dimethylsulfamid (DMS) abgebaut wird. DMS wird in der Folge nicht
weiter biologisch abgebaut, erreicht das Grundwasser und setzt sich bei einer sich im
Rahmen der Trinkwasseraufbereitung anschlieRenden Ozonung zu N,N-Dimethyl-
nitrosamin (N-Nitrosodimethylamin, NDMA) um [106] (Abb. 9). Weder der biologische
Abbau des Tolylfluanids zu DMS noch die Nitrosaminbildung wahrend der Ozonung
sind mechanistisch vollstandig geklart.

N
OQ/S—N\ o
ON O=s—N 0”7
\ /N |
el .
CI” T
Tolylfluanid N,N-Dimethylsulfamid N,N-DimethylInitrosamin

(= DMS) (= NDMA)
Abb. 9:  Strukturen von Tolylfluanid und den Transformationsprodukten DMS und NDMA

Das bakterielle Transformationsprodukt DMS wird in Deutschland in den betroffenen
Gebieten in Oberflachenwassern (50 ng/L bis 100 ng/L) und Grundwassern (100 ng/L
bis 1000 ng/L) gefunden [106]. Aus Labor- und Felduntersuchungen geht hervor,
dass sich DMS nicht vollstandig uber Uferfiltration, Aktivkohle-Filter, Flockung oder
oxidative bzw. desinfizierende Prozesse mit Wasserstoffperoxid, Kaliumperman-
ganat, Chlordioxid oder UV-Behandlung entfernen lasst. Nur Uber Nanofiltration ist
DMS mit hoher Effizienz aus dem Wasser entfernbar. Wahrend der Ozonung reagie-
ren etwa 30% bis 50% des DMS zum kanzerogenen technischen Transformations-
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produkt NDMA. Es konnte gezeigt werden, dass das NDMA in nachfolgenden Sand-
oder Aktivkohle-Filtern biologisch abgebaut werden kann.

3.4.6 Erzeugen von Ozon-Starkwasser

Der Erzeugung von Ozon-Starkwasser dient der in Abb. 10 dargestellte Aufbau. Etwa
5L demineralisiertes Wasser werden in die Blasensaule geflllt und mittels eines
Thermostaten auf 5°C temperiert. Zusatzlich wird Phosphatpuffer in die Blasensaule
zudosiert (66 mmol/L). Der pH-Wert bleibt knapp unter dem Neutralpunkt (pH = 5,5).
Uber die Kiihlung des Wassers und die Pufferung des pH-Werts ist es méglich, die
Ozonkonzentration des Wassers zu steigern. Das Ozon entsteht Uber stille elektri-
sche Entladung mittels eines Ozon-Generators (Firma Anseros, Tubingen, Ozomat
COM-AD-02) aus Sauerstoff, wobei die Produktionsrate vom Gasfluss und der
Generatorleistung abhangt. Bevor der ozonhaltige Sauerstoffstrom in die Blasensaule
eintritt, wird das Ozon photometrisch bestimmt. Eine Fritte am Gasauslass fuhrt zu
einer feinen Blaschenbildung, worlber ein effektiver Gasaustausch gewahrleistet ist.
Das am oberen Saulenende austretende Gas stromt durch ein zweites Photometer,
mit dem der Rest-Ozongehalt bestimmt wird. Uber den Konzentrationsverlauf in
diesem Messgerat lasst sich abschatzen, wann die Ozonsattigung im Starkwasser
erreicht ist. Dieser Vorgang dauert etwas Uber 1 Stunde. Das uUberschissige Ozon im
Gasstrom wird durch eine mit Thiosulfat gefullte Waschflasche geleitet und
vernichtet. Bevor das Starkwasser mit ca. 20 mg/L bis 30 mg/L fir Ozonungen aus
der Anlage entnommen wird, erfolgt die mehrfache Bestimmung der Ozonkonzentra-
tion mit der Indigo-Methode (s. Anhang S. 101). Aus dem aktuellen Gehalt wird dann
das bendtigte Zugabevolumen errechnet. Angestrebt wird ein Ozongehalt von
B(Ozon) = 20 mg/L im Starkwasser. Methoden der Ozonbestimmung sind im Anhang
S. 99ff beschrieben.
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Abb. 10: Schema der Starkwassererzeugung fiir die Durchfiihrung der Batch-Versuche (vereinfacht)
Nachdem die Konzentration des Starkwassers ermittelt ist, wird eine definierte Menge aus der Blasen-
saule enthommen und zur vorbereiteten Probe gegeben
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3.4.7 Versuchsablauf der Ozonungen

Ozonen der Ausgangssubstanzen

Die Ausgangsverbindungen mit einer Konzentration von einheitlich 0,5 mg/L sollten
mit einer Dosis von 10 mg/L und einer Expositionszeit von 45 min ozont werden.
Dazu haben wir in einer 10 L Glasflasche je 5 mg der in etwas Wasser geldsten Test-
substanz zu ca. 5 L Trinkwasser gegeben. Nach kraftiger Durchmischung entnahmen
wir zwei Proben zur co-Wert-Bestimmung (Anfangskonzentration) (s.u. "Stoppen der
Ozon-Reaktion"). AnschlieRend haben wir das Ozon-Starkwasser zlgig zugesetzt.
Da die Ozonkonzentration im Starkwasser von Versuch zu Versuch variiert (18 mg/L
bis 25 mg/L), mussten vor jeder Zugabe die aktuelle Konzentration ermittelt und der
Starkwasser-Anteil am 10 L Endvolumen sowie die daraus resultierende Trinkwasser-
Vorlage bestimmt werden. Hieraus erklaren sich die Abweichungen zu 1000 pg/L bei
der co-Bestimmung in der Probe vor der Ozonstarkwasserzugabe (vgl. Tab. 12).

Bereits wahrend der Ozonzugabe kann es zu einer deutlichen Ozonzehrung durch
Stoffe im Trinkwasser (DOC) und durch die Testsubstanz kommen, wodurch die
Ozondosis zum Zeitpunkt to experimentell kaum bestimmbar ist. Die spater in diesem
Bericht angegebenen Ozondosen bei to, sind berechnet und ergeben sich aus der
gemessenen Ozonkonzentration im Starkwasser (Mittelwert aus mehreren Messun-
gen) dividiert durch den Verdlnnungsfaktor, der sich aus dem Mischen mit dem
vorgelegten Trinkwasser ergibt (z.B. bei einer 1:1-Mischung: 20 mg/L / 2 = 10 mg/L).

Die Kontaktzeit der Ozonung haben wir auf 45 Minuten festgesetzt. In dieser Zeit-
spanne bestimmten wir mehrmals die aktuelle Ozonkonzentration in der Probenl6-
sung und entnahmen periodisch Wasserproben (ca. 20 mL), bei denen uber das
Einleiten von Stickstoff (s.u. "Stoppen der Ozon-Reaktion") das Uberschussige Ozon
ausgetrieben wurde. Mit diesen Proben haben wir das Abbauverhalten der Test-
substanz wahrend der Ozonung untersucht.

Ozonen der Abbauldsungen

Bei der zuvor beschriebenen Methode der Ozonung von Reinsubstanzen konnten
definierte Ausgangsbedingungen geschaffen werden (eingesetzte Substanzmenge
und vergleichbare Trinkwassermatrix).

Bei der Ozonung der Abbaulésungen aus dem Kombinationstest (klarer Uberstand
ohne Belebtschlamm) liegt eine deutlich andere Situation vor. Die fur den Bio-Abbau
eingesetzte Stoffkonzentration richtet sich nach dem Kohlenstoffanteil der Verbin-
dung, wobei wir als Startkonzentration einen Gehalt von TOC = 50 mg/L eingesetzt
haben. Hieraus resultieren Substanzkonzentrationen von p(Testsubstanz) = 79 mg/L
bis 134 mg/L. Zusatzlich dazu haben wir mit Belebtschlamm (200 mg/L Trockensub-
stanz) angeimpft, was zu einer Erhéhung des DOC-Gehaltes in der Probe flhren
kann. Es muss weiterhin beachtet werden, dass sich wahrend der 28-tagigen
Versuchszeit der Anteil an Biomasse deutlich verandern kann (z.B. wenn die Test-
substanz als Nahrstoffquelle dient). Als weitere unbekannte GroRe ist letztlich das
Ausmal der Bio-Transformationen zu berucksichtigen. Hier kann sich das Spektrum
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von nicht-abbaubar Uber teilweise-abbaubar bis hin zu vollstadndig mineralisierbar
erstrecken.

Zur Kopplung des durchgefuhrten Kombinationstests mit der Ozonung mussten wir
einen Weg finden, der die oben erwahnten Unsicherheiten mit den Grenzen der
Ozonung (Verhaltnis zwischen Ozondosis zur Substanz- und DOC-Konzentration)
miteinander vereint. Aufgrund physikalischer Grenzen des Ozoneintrags und zur
Erhdhung der Vergleichbarkeit zu den Ozonungen der Ausgangssubstanzen haben
wir auch fur diese Experimente eine Ozonkonzentration von B(Ozon)= 10 mg/L
eingesetzt. Aus stochiometrischen Betrachtungen ist ersichtlich, dass eine Ozonung
der unverdunnten Abbau-Losungen mit einem Anfangsgehalt von B(Testsubstanz)
von =~ 100 mg/L nicht zielfGhrend gewesen ware.

Zur Anpassung des Verdunnungsfaktors haben wir angenommen, dass am
Versuchsende 50 % der eingesetzten Testsubstanzmenge zu CO; mineralisiert und
noch ca. 50 mg/L unveranderte Testsubstanz bzw. Transformationsprodukte enthal-
ten sind. Am Ende des Abbauversuchs haben wir die Losung von der Festsubstanz
(Belebtschlamm) dekantiert und gekuhlt gelagert. Ausgehend von den oben getroffe-
nen Annahmen haben wir eine Verdiunnung von 1:100 vorgenommen. Fur den 10-
Liter-Versuchsansatz kamen 100 mL der Abbaulésung zu ca. 5L Trinkwasservor-
lage. Das weitere Vorgehen wahrend der Ozonung entsprach dem oben beschrie-
benen.

Stoppen der Ozon-Reaktion

Das Ausmaly der Ozonexpositon hangt neben der Ozonkonzentration und der
Wasserbeschaffenheit auch von der Einwirkdauer ab. Aus diesem Grund ist es fur
standardisierte Untersuchungen notwendig, die Reaktion zu einer gegebenen Zeit
abstoppen zu konnen. Eine Maoglichkeit ist die Zugabe eines schnell wirkenden
Reduktionsmittels (z.B. Natriumsulfit, Natriumthiosulfat, Indigotrisulfonat). Diese
Methode wirkt in wenigen Sekunden und ist bevorzugt zu verwenden, sofern keine
Storungen mit der anschlieBenden Analytik oder einem Toxizitatstest auftreten.
Alternativ kann auch Uber das kraftige Durchstromen der Probe mit Stickstoff oder
Helium das restliche Ozon ausgetrieben werden. Die Ozonentfernung dauert bei
dieser Methode jedoch mehrere Minuten, so dass der Endpunkt der Reaktion weniger
prazise definiert werden kann. Weiterhin muss bei flichtigen Verbindungen mit einem
Verlust gerechnet werden.

Als grolRer Vorteil darf jedoch angefuhrt werden, dass keine zusatzlichen Chemikalien
in die Lésung eingetragen werden und somit neue EinflussgroRen bezlglich der
Analytik oder der Toxizitatstests vermieden werden. Um falsch-positive Ergebnisse
bei den Toxizitatstests ausschlieen zu konnen, haben wir die Methode des Austrei-
bens mit Stickstoff verwendet. Allerdings kénnen auch falsch-negative Ergebnisse
durch das Austreiben fluchtiger Wirkstoffe oder Transformationsprodukte auftreten.
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3.4.8 UV-Bestrahlung und Chlorung

Wahrend wir in diesem Projekt ausschlieB3lich die Ozonung untersucht haben, wird im
Folgenden kurz auf die Chlorung und UV-Behandlung als Desinfektionsverfahren
eingegangen. Fur die Desinfektion von Trinkwasser in Deutschland sind derzeit
Chlor, Natriumhypochlorit, Calciumhypochlorit, Chloridoxid und Ozon als Aufberei-
tungsstoffe sowie die UV-Bestrahlung als Verfahren zugelassen [21]. Alle genannten
Desinfektionsverfahren beruhen auf ihrer stark oxidierenden Wirkung (vgl. auch
Tab. 1).

Chlor und Hypochlorite haben sich als zuverlassige und kostengunstige Desinfek-
tionsmittel seit Jahren bewahrt. Beim Einsatz von Chlor ist zu beachten, dass die
desinfizierende Wirkung mit steigendem pH-Wert durch Reaktion mit verschiedenen
Wasserinhaltsstoffen abnimmt [124]. Beispielsweise entstehen in Gegenwart von
Ammoniumionen Chloramine, die eine erhdhte Chlordosis erforderlich machen und
die zu geschmacklichen und geruchlichen Beeintrachtigungen fuhren. Mit organi-
schen Wasserinhaltsstoffen reagiert Chlor unter der Bildung von halogenorganischen
Verbindungen. Wichtige reaktionsbestimmende Parameter sind die eingesetzte
Chlordosis, der Gehalt an organischen Verbindungen im Wasser (z.B. Huminstoffe)
sowie der Bromidgehalt. Daneben wirken sich der pH-Wert, die Temperatur und die
Reaktionszeit auf die Hohe der Umsetzung aus [124]. Fur Trihalogenmethan als ein
potenzielles Reaktionsprodukt der Chlorung ist in der Trinkwasserverordnung [19] ein
Grenzwert festgelegt, der zu einem reduzierten Einsatz von Chlor fihren kann.

Die Desinfektion des Wassers mit UV-Strahlung (240 nm bis 290 nm) kann als
Alternative zum Einsatz von chemischen Verfahren angesehen werden. Dabei ist
sicherzustellen, dass jedes Wasservolumen eine ausreichende UV-Dosis erhalt. Bei
dieser Desinfektionsart wird hauptsachlich ausgenutzt, dass das Absorptionsmaxi-
mum der Desoxyribonukleinsaure (DNA) und Ribonukleinsaure (RNA) um 260 nm
liegt und der Energieeintrag der intensiven Atomemissionslinie des Quecksilbers bei
254 nm gut aufgenommen werden kann. Die Inaktivierung von Mikroorganismen und
Viren durch UV-Strahlung beruht in erster Linie auf einer photochemischen Reaktion,
bei der es zu Schaden der DNA- bzw. RNA-Strange kommt (Bildung von Pyrimidin-
Dimeren).

Neben der gewollten Schadigung der Erbinformation laufen unter den gegebenen
Bedingungen (Wellenlangenbereich, Intensitat und Bestrahlungszeit) im Wasserwerk
kaum weitere chemische Reaktionen ab, weshalb die Bildung von Nebenprodukten
bei der UV-Desinfektion nur von untergeordneter Bedeutung ist. Organische Neben-
produkte sind entweder nicht oder nur in Spuren nachweisbar. Allerdings kann es bei
der UV-Bestrahlung zur Bildung von Nitrit kommen. Als Nachteil ist an diesem physi-
kalischen Verfahren das Fehlen der Depotwirkung der Desinfektion zu nennen, was
zu einer Wiederverkeimung fuhren kann und den Einsatz eines weiteren chemischen
Verfahrens oftmals notwenig macht [124].
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3.5 Anreicherung

Nach der Ozonung der Testsubstanzen bzw. der verdunnten Abbauldsungen unter
weitgehend realistischen Bedingungen (500 pg/L Substanz vs. 10 mg/L Ozon) muss
fur den ausgewahlten Ames-Test (siehe Kapitel 3.6 u. Anhang S. 103ff) eine Auf-
konzentrierung erfolgen. Fir den Ames-Test nach OECD 471 [88] sind in der Chemi-
kalienprifung maximal 5 mg Testsubstanz pro Platte zu testen. Dies entspricht der
absoluten Menge, die anfangs im 10 L Ozonungsansatz eingesetzt werden. In der
Praxis wird jedoch der Konzentrationsbereich getestet, bei dem gerade noch Hemm-
wirkungen bei Bakterien auftreten.

Bei der Ausarbeitung einer Anreicherungsmethode mussten wir sehr unterschiedliche
Randbedingungen berucksichtigen, die teilweise kontrar zueinander stehen. Der von
uns gewahlte Weg stellt daher oftmals eine Kompromisslosung dar. Auf wesentliche
Parameter wird im folgenden Abschnitt etwas naher eingegangen werden.

Anreicherung und Diskriminierung

Konnen aufgrund zu niedriger Konzentration die Analytik oder der Toxizitatsstest
nicht direkt mit der ozonten Lésung durchgeflhrt werden, so muss Uber ein geeig-
netes Verfahren eine Aufkonzentrierung erfolgen. In der Regel handelt es sich hierbei
um eine Trennmethode, die auf physikalisch/chemischen Effekten beruht. Uber die
diskriminierenden Eigenschaften der Methode kdnnen storende Verbindungen
entfernt werden. Ubertragen auf die Problemstellung dieses Projektes bedeutet dies,
dass ein Verfahren gefunden werden muss, das ausgehend von 10 L wassriger
Probe moglichst alle entstandenen Transformationsprodukte der Ozonung auf ein
Volumen von wenigen Millilitern reduziert. Neben Wasser als unerwiunschtem Haupt-
anteil liegen zusatzlich auch anorganische Verbindungen und der naturlich
vorkommende DOC des Trinkwassers bzw. Riuckstande aus dem Belebtschlamm in
den Proben vor. Erschwerend kommt hinzu, dass die gesuchten Transformations-
produkte der Ozonung vorab nicht bekannt sind, es sich jedoch wahrscheinlich um
polare oder ionische Verbindungen handeln wird (Ketone, Aldehyde, Karbonsauren).

Vergleich verschiedener Anreicherungsverfahren

Die Gesamtheit der sich im Wasser befindlichen Verbindungen lasst sich in einem
stark vereinfachten Schema in folgende Kategorien einteilen:

(A) ionisch (kationisch, zwitterionisch, anionisch), polar und unpolar
(B) fluchtig und nicht fluchtig

Methoden der Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) nutzen dabei
hauptsachlich Unterschiede der unter (A) beschriebenen Eigenschaften aus. Auf der
Seite der ionischen Wasserinhaltsstoffe lassen sich mit lonenaustauscherharzen
gezielt Anionen oder Kationen aus dem Wasser entfernen (Coulomb-Krafte), wobei
die Wechselwirkung zu unpolaren Verbindungen gering ist. Wird hingegen ein
Austauschermaterial verwendet, das auf seiner Oberflache lange Alkylketten (z.B.
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C1g) tragt, so treten Van-der-Waals-Krafte zu unpolaren Verbindungen auf. Anorga-
nische lonen erfahren dabei praktisch keine, ionische organische Verbindungen
eingeschrankte Wechselwirkungen zur stationdren Phase, wobei deren Wechsel-
wirkung auch vom ubrigen Molekilaufbau bestimmt wird. Um die Effizienz der
Anreicherung polarer oder ionischer organischer Verbindungen zu verbessern,
werden Austauschermaterialien angeboten, die neben einem unpolaren Strukturele-
ment auch funktionelle Gruppen mit polarem oder ionischem Charakter aufweisen.

Das Abziehen von Wasser kann zur Kategorie B gezahlt werden. Hierunter fallen
beispielsweise die Gefriertrocknung und die Destillation (eventuell unter vermin-
dertem Druck). Bei nichtflichtigen Verbindungen tritt keine Diskriminierung zwischen
ionischen, polaren und unpolaren Stoffen auf. Weiterhin ist zu erwahnen, dass das
Konzentrat in einer wassrigen Phase bleibt, was flr Toxizitatstests von Vorteil sein
kann, da keine zusatzlichen Losungsmittel in das System eingetragen werden. Es
darf aber auch nicht unerwahnt bleiben, dass samtliche anorganischen Salze in dem
Konzentrat bleiben und sich somit die Salzkonzentration stark erhoht. Dies kann bei
der Analytik zu verstarkten Matrixproblemen und bei den Toxizitatstests aufgrund der
erhdhten Osmolalitat zu Komplikationen fuhren. Das Abziehen von 10 L Wasser per
Gefriertrocknung ist in der Praxis eine sehr zeitraubende Angelegenheit. Alternativ ist
hier das SpeedDry-Verfahren der Firma Christ (Osterode) zu nennen, bei dem die
Wasserprobe im flissigen Zustand unter vermindertem Druck eingeengt wird. Zur
Vermeidung von Siedeverzigen wird bei der technischen Realisierung eine Vakuum-
zentrifuge verwendet. Die Kapazitat der Anlage ist jedoch auf ca. 500 mL Proben-
volumen pro Bestlickung bei einer Laufzeit von 4 h beschrankt, weshalb es sich
hierbei ebenfalls um eine zeitraubende Alternative handelt.

Als weitere Moglichkeit soll die Umkehrosmose erwahnt werden, bei der eine
Membran zum Einsatz kommt, die aufgrund ihrer Porenweite im Idealfall nur reines
Wasser durchtreten lasst (= Permeat). Praktisch alle anderen Wasserinhaltsstoffe
(anorganische lonen und organische Molekule) werden von der Membran zurtckge-
halten und reichern sich im Konzentrat an. Im Unterschied zur Gefriertrocknung oder
Destillation ist die Fluchtigkeit von Verbindungen bei der Umkehrosmose kein
diskriminierender Faktor. Jedoch bleibt die Problematik der Aufkonzentrierung
anorganischer Salze auch bei dieser Methode erhalten.

Anreicherung per Festphasenextraktion

In diesem Projekt haben wir die Anreicherung mittels Festphasenextraktion an einer
polaren stationaren Phase (Chromabond Easy 500 mg, 6 mL; Fa. Macherey-Nagel)
durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei um ein modifiziertes Polystyrol-Divinylbenzol-
Copolymer, das einen schwachen Anionenaustauscher tragt. Nach Angaben des
Herstellers eignet sich das Material zur Anreicherung von polaren Herbiziden, sauren,
neutralen und basischen Pflanzenschutzmitteln und polaren Phenolen. Ein weiteres
Applikationsfeld ist die Untersuchung von Medikamenten in Blut, Urin, Serum und
Plasma. Aus diesem Grund erschien dieses Material als zur Anreicherung der
Ozonungsansatze geeignet.
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Kompatibilitat des Elutionsmittels

In der Firmen-Applikation zur verwendeten SPE-Kartusche wird zur Elution der
Analyten eine Methanol/Aceton-Mischung empfohlen. Im Hinblick auf den sich
anschlielenden Ames-Test sind jedoch beide Losungsmittel als kritisch einzustufen,
weshalb wir stattdessen Ethanol zur Elution verwendet haben. Aus analytischer Sicht
(HPLC) ist Ethanol akzeptabel. Da durch die Nutzung von Ethanol mit einer
schlechteren Elutionskraft gerechnet werden muss, haben wir das Elutionsvolumen
pro Kartusche auf 10 mL gesetzt. Zur Vermeidung einer Kartuschen-Uberladung
haben wir das Proben-Volumen auf 1000 mL pro Kartusche beschrankt. Dies bedeu-
tet, dass pro Ozonungsansatz 10 Kartuschen zur Anreicherung verwendet wurden
und letztlich 100 mL Ethanoleluat vorgelegen haben.

Weiteres Vorgehen nach der Elution

Vom ethanolischen Gesamteluat haben wir 5 mL fur die Analytik entnommen. Zu den
restlichen 95 mL gaben wir 5 mL Dimethylsulfoxid (DMSO) und engten am Rotations-
verdampfer auf 5 mL ein. Das Losungsmittel DMSO fungiert hier als biokompatibler
nichtflichtiger 'Keeper', der das komplette Abziehen des Ld&sungsmittels bis zur
Trockne verhindert. Idealerweise sollte nach dem Abziehen des Ethanols eine reine
DMSO-L6sung vorliegen. In der Praxis muss aber noch mit einem kleinen Anteil von
Ethanol und Wasser gerechnet werden.

3.5.1 Allgemeines Vorgehen bei der SPE-Anreicherung

Die folgende Tab. 3 gibt zusammenfassend einen Uberblick Uber die Arbeitsschritte
bei der SPE-Anreicherung.

Tab. 3: Schema der SPE-Anreicherung

Schritt Durchfiihrung
1) Konditionierung 10 mL Methanol
2) Aquilibrierung 10 mL demineralisiertem Wasser
3) Beladung pro Kartusche 10 mL/min FlieBgeschwindigkeit mit 1000 mL Wasserprobe
4) Trocknung 1 Stunde im Stickstoffstrom
5) Elution 10 mL Ethanol pro Kartusche
6) Homogenisierung Vereinigung der ethanolischen Eluate (= 100 mL)
7) Probe fiir Analytik Entnahme von 5 mL Ethanolextrakt
8) Zugabe von 'Keeper' 5 mL Dimethylsulfoxid (DMSO)
9) Evaporation Ethanol vollstandig abziehen

(Rotationsverdampfer bei 30 °C bis 40 °C Wasserbadtemperatur und ca. 10 mbar)
10) Probe fiir Ames-Test Bereitstellung des DMSO-Extraktes fiir den Ames-Test

Die Bewertung einer Anreicherungsmethode bezieht sich immer auf eine definierte
Verbindung und erfolgt Uber die Bestimmung ihrer Wiederfindungsrate. Im Falle der
unbekannten Transformationsprodukte nach der Ozonung kann nur ein Vergleich
anhand bekannter Verbindungen mit ahnlichen physikalisch/chemischen Eigenschaf-
ten erfolgen. Fur die Charakterisierung des Anreicherungsverfahrens haben wir
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neben den funf ausgewahlten Testsubstanzen weitere pharmazeutische Verbindun-
gen untersucht (Sulfamethoxazol, Carbamazepin, Ibuprofen und Salicylsaure).

Als interner Standard setzten wir deuteriertes Carbamazepin ein. Die Wassermatrix
bestand aus 1 Teil Trinkwasser und 1 Teil demineralisietem Wasser und entsprach
damit der Matrix der Ozonungsexperimente. Um das Experiment unabhangig vom
Einfluss der Trinkwassermatrix auf die Analyse (z.B. lonisierung im Massenspektro-
meter) zu gestalten, sind wir folgendermallen vorgegangen:

Zu einer Wasserprobe haben wir eine Multimischung von 9 Testsubstanzen gegeben,
so dass letztlich pro Substanz jeweils 10 pg/L resultierten. Diese Mischung wurde
uber die SPE-Kartusche angereichert. Die anschlieliende Elution erfolgte mit 10 mL
Ethanol. AnschlieRend haben wir den markierten internen Standard zugegeben.
Unter optimalen Bedingungen errechnet sich ein Anreicherungsfaktor von 100
(Cextrakt = 1 mg/L). Mit diesem Extrakt konnten wir ohne weitere Zwischenschritte eine
Direktinjektion durchfiihren. Zur Ermittlung der maximalen Signalintensitat unter den
gegebenen Matrixbedingungen haben wir eine analoge Anreicherung durchgefuhrt,
wobei diesmal die Multi-Testsubstanz-Mischung und der interne Standard erst in das
Ethanoleluat kam. Auf diese Weise ist eine 100 %-Probe mit realistischer Matrix-
zusammensetzung, aber ohne den Verlust von Testsubstanz, zuganglich. Die
Analysenergebnisse dieser Probe haben wir — nach Einbeziehung des internen Stan-
dards zum Ausgleichen von messtechnischen Variationen — auf 100 % gesetzt und
mit den Ergebnissen des anderen Anreicherungsexperimentes verglichen.

3.6 Amestest

Der Ames-Test nach DIN 38415-4 [34] ist ein bakterieller Mutagenitatstest mit
Salmonella Typhimurium (siehe auch Anhang S. 103ff). Die Testdurchfuhrung erfolg-
te nach DIN 38415-4 mit den Teststammen TA98 und TA100, jeweils ohne bzw. mit
Zugabe von S9' zur metabolischen Aktivierung. Die Methode basiert auf einer
vereinfachten Version der OECD 471 [88]. Der Stamm TA98 erfasst Frameshiftmuta-
gene (Rastermutagene), der Stamm TA100 hingegen Basenpaarsubstitutionsmuta-
gene (Punktmutationen). Die wassrigen Proben wurden sterilfiltriert, die in DMSO
Uberfuhrten Proben gelten als autosteril. Als maximale Testkonzentration konnten bis
zu 1 mL wassrige Probe bzw. 100 yL in DMSO Uuberfuhrte Probe pro Platte gepruift
werden. Es wurden finf Replikate je Testansatz geprtift.

Der Ames-Test haben wir zum einen direkt — d.h. ohne weitere Anreicherung — mit
den Abbau-Ansatzen der nach vier Wochen beendeten Zahn-Wellens-Tests
durchgeflihrt. Als maximales Testvolumen konnten 1 mL Probe pro Platte zugegeben
werden, die maximale Konzentration im Ames-Test betrug daher, bei fehlender
Abbaubarkeit, 50 ug TOC/Platte (Prufkonzentration im Abbautest war 50 mg/L).

19 Praparation aus Enzym-aktivierter Sdugerleber Ratte) zur experimentellen Simulation der Metabolisierung
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Zum anderen haben wir die Testsubstanzen (5 mg/10 L) sowie auch die Abbaul6sun-
gen (100 mL/10 L, was bei fehlendem Abbau rechnerisch einer Startkonzentration
von 0,5 mg TOC/L entspricht) durch Zugabe von Ozon-Starkwasser (Ozondosis
10 mg/L) ozont, siehe Kapitel 3.4, S. 17ff. Anschlieend wurde der ozonte 10 Liter-
Ansatz Uber 10 SPE-Kartuschen angereichert, mit insgesamt 100 mL Ethanol eluiert,
mit 5 mL DMSO als 'Keeper' versetzt und am Rotationsverdampfer auf 5 mL DMSO
eingeengt. Dies entspricht unter optimalen Bedingungen einem Anreicherungsfaktor
von 2000. Rechnerisch liegen die Konzentrationen der Testsubstanzen bzw. deren
Transformationsprodukte — ohne Berucksichtigung der selektiven Anreicherung und
Abbaubarkeit — in einer Groflenordnung von maximal 1 mg/mL Testsubstanz bzw.
bzw. 1 mg TOC/mL der Abbaulésung, gelést in DMSO, vor. Bei einer maximalen
Zugabe von 100 yL DMSO pro Platte entspricht die Konzentration im Ames-Test
somit maximal 0,1 mg Testsubstanz bzw. TOC pro Platte. In den beiden letzten
Experimenten wurde die 10fache Menge Sulfapyridin ozont und angereichert
(entspricht maximal 10 mg/mL bzw. 1 mg/Platte).

3.7 umu-Test

Nachdem eine der untersuchten Substanzen (Sulfapyridin) im Ames-Test eine
auffallige Erhdhung der Induktionsraten zeigte, haben wir diese Proben zusatzlich im
umu-Test (nach DIN 38415-3) [33], der insbesondere im Abwasserbereich eingesetzt
wird und in die Parameterliste der Abwasserverordnung aufgenommen wurde, unter-
sucht. Der umu-Test ist ein Gentoxizitatstest mit dem gentechnisch veranderten
Bakterium Salmonella Typhimurium TA 1535/pSK 1002. Die Bakterien werden mit
verschiedenen Konzentrationen der Abwasserprobe inkubiert. Hierbei induzieren
Gentoxine das so genannte umuC-Gen, das zum SOS-Reparatursystem der Zelle
gehort, welches einer Schadigung der bakteriellen Erbsubstanz entgegenwirkt. Durch
die Kopplung des umuC-Gens mit dem lacZ-Gen fur die p-Galaktosidase kann
indirekt die Aktivierung des umuC-Gens durch Farbstoffbildung mit o-Nitrophenyl-
Galactopyranosid (ONPG) bei 420 nm photometrisch nachgewiesen werden. Die
Induktionsrate (IR) entspricht der Zunahme der Extinktion bei 420 nm gegenulber der
Negativkontrolle. Bei der Berechnung der Induktionsraten wird der Wachstumsfaktor,
der uUber die optische Dichte bei 600 nm bestimmt wird, berucksichtigt. Eine
Hemmung des Bakterienwachstums druckt sich in einem gegenuber der Kontrolle
verminderten Wachstumsfaktor (WF) aus. Bei Wachstumsfaktoren unter 0,5 (= 50 %
Wachstumshemmung) werden die Ergebnisse nicht gewertet. Als Ergebnis gilt der
kleinste Wert der Verdinnungsstufe G (Ggy-Wert), bei dem eine Induktionsrate <1,5
gemessen wird. Werden bei Zusatz von S9 unterschiedliche Induktionsraten
gemessen, so ist der hohere der beiden Werte mal3gebend (= Gegy-Wert).

Im umu-Test haben wir lediglich die nach der Ozonung von Sulfapyridin gewonnenen
Proben untersucht. Ziel war es, die zunachst nicht eindeutigen Effekte in einem
zweiten Prufsystem zu untersuchen. Die Probenaufbereitung erfolgte analog zum
Ames-Test. Es konnten maximal 3,9 % DMSO zugegeben werden. Dem entsprechen
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im Ansatz 27 yL DMSO in 180 yL Gesamtvolumen. Hohere DMSO-Konzentrationen
wirken bakterientoxisch. Die Induktionsrate wurde auf die Losemittelkontrolle mit
DMSO bezogen.

3.8 Charakterisierung ozoninduzierter Transformationsprodukte

In Zukunft werden Verbindungen anthropogenen Ursprungs immer starker in den
Fokus der Wasseranalyse rucken. Wahrend fur bekannte Muttersubstanzen oder
Metaboliten grofdtenteils etablierte Methoden der Spurenbestimmung vorliegen, zeigt
es sich immer mehr, dass nach unvollstandigem biologischen Abbau von Muttersub-
stanzen bzw. Metaboliten auch persistierende Transformationsprodukte auftreten
konnen und dass hier aus mechanistischer/analytischer Sicht Nachholbedarf besteht.
Durch ihren meist polaren Charakter sowie eine oft héhere Stabilitat stellen sie eine
Gefahr fur die Wasserqualitat dar. Neben den im naturlichen Wasserkreislauf biolo-
gisch oder nicht-biologisch entstehenden Transformationsprodukten kbnnen wahrend
der Wasseraufbereitung (z.B. Chlorung, Ozonung, UV-Behandlung) auch technische
Transformationsprodukte gebildet werden.

Da die biologischen, physikalischen oder chemischen Transformationsprodukte
zunachst unbekannt sind, ergeben sich fir die Analytik besondere Herausforde-
rungen: Mit ihrer Hilfe sollen qualitative und quantitative Aussagen zu Transforma-
tionsprodukten im Spurenbereich ermdglicht werden. Die in diesem Zusammenhang
zu berlcksichtigende Problematik der Aufkonzentrierung bzw. Diskriminierung von
unbekannten Analyten haben wir bereits in Abschnitt 3.5 diskutiert. Im Folgenden
werden die generellen Moglichkeiten dargestellt, ozoninduzierte Transformationspro-
dukte zu charakterisieren.

lonenchromatographische Verfahren

Die lonenchromatographie ist zur Quantifizierung moglicher anorganischer Transfor-
mationsprodukte (z.B. Sulfat, Chlorid, Nitrat) und kleiner ionischer organischer
Verbindungen (z.B. Carbonsauren) sehr gut geeignet. Diese Methode kann daher als
ein wichtiger Baustein bei einer umfassenden Stoffbilanzierung angesehen werden.

Flussigchromatographische Verfahren mit photometrischer Detektion

Enthalt eine Ausgangsverbindung konjugierte Doppelbindungen oder aromatische
Strukturelemente, sollte die Verbindung mittels LC-DAD (Liquid Chromatography —
Diode Array Detector) analysierbar sein. Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, reagiert
Ozon mit Doppelbindungen unter einer C-C-Bindungsspaltung, was sich auf die
spektralen Absorptionseigenschaften auswirkt. Bedauerlicherweise liegen die
Absorptionsbanden typischer Transformationsprodukte (z.B. Carbonsauren, Carbo-
nylverbindungen) in einem Bereich um 200 nm bis 220 nm, in dem mit diversen
spektralen Interferenzen gerechnet werden muss. Daher eignet sich die photo-
metrische Detektion bei LC-Verfahren gut zur Kontrolle der Substanzabnahme
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wahrend der Ozonung, jedoch kann es bei der Suche nach neuen Transfor-
mationsprodukten zu methodischen Limitierungen in der Detektion kommen.

Flussigchromatographische Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion

HPLC-MS-Techniken kommt eine zentrale Rolle bei der Identifizierung der durch
Ozonung entstandenen Transformationsprodukte im niedrigen Konzentrationsbereich
zu. Da die Massen der zu erwartenden Abbauprodukte zunachst nicht bekannt sind,
kann eine Untersuchung im Full-Scan-Modus Informationen zu den neuen Massen
liefern. Messungen im Negativ- und Positiv-Modus helfen, die Massen der unbe-
kannten Abbauprodukte zu bestimmen und zu bewerten. Dabei kann unterschieden
werden, ob Verbindungen eher basisch oder sauer reagieren. Zur weitergehenden
Absicherung mdglicher Strukturvorschlage eigenen sich MS/MS-Experimente mit
ihren charakteristischen neutralen Verlustmassen.

Die Auflosung uUblicher Massenspektrometer mit einem Quadrupol als Massenfilter
reicht im Allgemeinen nicht zur eindeutigen Charakterisierung einer Verbindung aus.
Neben der oben erwahnten Mdglichkeit von MS/MS-Experimenten kann zusatzlich
auch die Nutzung eines Spektrometers mit einer hoheren Massengenauigkeit hilfreich
sein (z.B. ein Time-of-Flight-Gerat, TOF). Uber die exakte Masse reduziert sich die
Auswahl moglicher Summenformeln deutlich und Uber das Berucksichtigen von
Plausibilitatstests kann die Vorschlag-Liste zusatzlich eingeschrankt werden.

4 Nomenklatur, Begrifflichkeiten

4.1 Stoffbezeichnung

Muttersubstanzen, Wirkstoffe und Prodrugs

Arzneimittelwirkstoffe kdnnen nach der Applikation sowohl im menschlichen Korper
als auch im sich anschlielenden Wasserkreislauf abgebaut oder vielfaltig modifiziert
werden. Dies wurde bereits in der Aufgabenstellung (Kapitel 2.3 und 2.4, S. 4ff)
dargestellt. In diesem Bericht verwenden wir die von einigen von uns (Lan-
gin et al. [72]) vorgeschlagene Nomenklatur, welche vor allem den Ort der jeweiligen
Modifikation herausstellt.

Dabei bezeichnen wir die im Produkt (Arzneimittel) enthaltenen Substanzen als
Wirkstoffe bzw. Muttersubstanzen — unabhangig davon, ob es sich wirklich bereits um
das pharmazeutisch aktive Agens handelt oder erst um ein Prodrug.

Muttersubstanzen kdnnen sowohl durch metabolische Aktivitaten eigener Koérper-
zellen als auch durch Mikroorganismen der Darm- oder Hautflora verandert werden.
Bei oraler Aufnahme erfolgen solche Anderungen oft bereits bei der Resorption durch
die Darmepithelien oder nachfolgend bei der Leberpassage und werden dann als
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First Pass-Effekt bezeichnet. In den Arzneimittelinformationen der Hersteller wird die
gesamte Metabolisierung im Rahmen der Pharmakokinetik dargestellt. Die Pharma-
kokinetik umfasst die Wirkstoff-Freisetzung aus der Darreichungsform, die Aufnahme
in den Korper und die Verteilung in dessen Kompartimente sowie die Verstoff-
wechselung bis hin zur Ausscheidung.

Zur eindeutigen Bezeichnung der Arzneimittelwirkstoffe haben wir in diesem Bericht
ausschlieBlich die deutschen INN-Bezeichnungen (siehe Kapitel 3.1.1) verwendet,
teilweise erganzt durch die CAS-Nummer des Chemical Abstracts Service.

Metabolite

Aus der Muttersubstanz abgeleitete und identifizierte Stoffwechselprodukte haben wir
als Metabolite bezeichnet. Metabolite sind in diesem Sinne samtliche, vom menschli-
chen Korper ausgeschiedenen Um- oder Abbauprodukte der Muttersubstanz. Fur
Metabolite steht keine INN-Bezeichnung zur Verfugung, die von uns gewahlten
Bezeichnungen haben wir deshalb durch eine CAS-Nummer erganzt, soweit diese
verfugbar war.

Transformationsprodukte

Im Gegensatz dazu haben wir alle erst nach der Ausscheidung entstehenden
Folgesubstanzen als Transformationsprodukte bezeichnet. Soweit diese durch Mikro-
organismen entstehen, ist die Ursache selbstverstandlich ebenfalls deren Metabolis-
mus. Der Terminus Transformationsprodukt hebt aber den unterschiedlichen Ort
hervor, an dem diese Stoffanderung stattfindet. Es wird keine Aussage zum Prozess
gemacht. Stofftransformationen konnen biologisch oder nichtbiologisch, etwa durch
Photolyse (UV), Oxidation oder Reduktion entstehen. Es ist sogar mdglich, dass
durch Transformation die Muttersubstanz riickgebildet wird?°.

Transformationen kdnnen auch bei der Wasseraufbereitung entstehen, z.B. bei der
Ozonung, Chlorung oder UV-Bestrahlung. In diesem Fall entstehen technische
Transformationsprodukte.

In Abb. 11 haben wir die Abfolge der verschiedenen Metabolisierungs- und Transfor-
mationsvorgange als Schema dargestellt. Links im Bild sind erganzend Eliminations-
prozesse genannt, welche Substanzen auf den verschiedenen Ebenen ganz oder
teilweise aus dem Wasserkreislauf entfernen konnen. Nur durch die Mullverbrennung
und den mikrobiellen Totalabbau werden Substanzen véllig zu den Endpunkten
Wasser und Kohlendioxid abgebaut.

Wir haben vereinfachend angenommen, dass die Arzneimittel vollstandig eingenom-
men werden. Es wird geschatzt, dass dies zu etwa 10%-30% nicht zutrifft und

20 2 B. werden manche Wirkstoffe in der Leber sulfatiert oder glykosidiert. Die Riickspaltung (Hydrolyse) setzt
dann den Wirkstoff wieder frei
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entweder eine regulare Abfallentsorgung (Verbrennung) erfolgt oder uber Toilette
oder Ausguss ein direkter, vorschriftswidriger Abwassereintrag?’.

Mmlverbrennung— Wirkstoff oder Prodrug
(Muttersubstanz)

cotzlabbtau = Humanmetabolismus Mikrobieller Metabolismus
er ur_]s ””9, (Leber, Mukosa, Blut...) (Darm, Haut)
Sekretion o0.a.
Totalabbau > _ Biologische Nichtbiologische
Adsorption- < Transformation Transformation <€
(Organismen) (UV, Oxidation...)

\/

Totalabbau- s Technische Transformation
Adsorption i (Ozonung, Chlorung, UV...)

Abb. 11: Arzneimittel, Metabolisierung und Transformation im Wasserkreislauf

4.2 0Ozonbehandlung

Die in diesem Abschnitt getroffenen Definitionen zur Ozonung sind u.a. an die
Technische Regel W 225 vom DVGW [38] angelehnt.

Ozonolyse

Unter Ozonolyse wird nach Criegee [28] das Einwirken des Ozon-Moleklls auf eine
ungesattigte organische Verbindung verstanden, wobei letztlich die C—C-Mehrfach-
bindung so gelost wird, dass beide C-Atome in dem jeweiligen Produkt mit Sauerstoff
beladen erscheinen. Aus chemischer Sicht handelt es sich hierbei im primaren Schritt
um eine [2+3]-Cycloaddition. In der organischen Chemie wird die Ozonolyse oftmals
in inerten Losungsmitteln (Pentan, Tetrachlorethan, Essigester, usw.) sowie bei
niedrigen Temperaturen (-78°C) durchgefuhrt, um die Kinetik und Selektivitat der
Reaktion steuern zu konnen. Der Begriff Ozonolyse ist daher eng mit der Addition
des Ozons an Doppelbindungen verknupft und sollte nicht fir andere Reaktionswege
(z.B. Bromatbildung aus Bromid) verwendet werden.

! hach www.start-project.de nicht auszuschlieRen fiir ca. 16 % der festen u. ca. 43 % der flissigen Arzneimittel
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Ozonide

Nach der primaren Cycloaddition von Ozon an eine Doppelbindung entsteht zunachst
das 1,2,3-Trioxolan, welches als Ozonid bezeichnet wird. Dieses primar gebildete
Ozonid ist aufgrund der O—O-0-Bindung energiereich und zerfallt unter gleichzeitiger
Spaltung der C—C-Verknlupfung zu einem Aldehyd bzw. Keton und einem Carbonyl-
oxid. Diese beiden Verbindungen konnen in einer zweiten Cycloaddition erneut ein
Ozonid bilden (1,2,4-Trioxolan), welches eine definierte Verbindung darstellt und sich,
sofern das Molekill nicht zu grol3 ist, Uber Vakuumdestillation, Kristallisation oder
Chromatographie isolieren lasst. Abgesehen von einfachen Vertretern (Ethylenozo-
nid) sind diese Ozonide nicht besonders explosiv. Beide genannten Ozonide gehoren
zur Gruppe der monomeren Ozonide. Daneben kdnnen sich auch polymere Ozonide
bilden, die aufgrund ihrer Neigung zur Explosion alsbald vernichtet werden
sollten [28].

Ozonung

Findet eine Wasserbehandlung Uber den Eintrag von gasférmigem Ozon oder durch
Zugabe einer Ozon-Starkwasserlosung statt, so wird dies als Ozonung bezeichnet.
Der Begriff der Ozonung definiert daher nicht einen speziellen Reaktionspfad,
sondern beschreibt ganz allgemein die Behandlung eines Wassers mit Ozon.

Ozonisierung

Als Ozonisierung wird die Reaktion von Ozon mit Wasserinhaltsstoffen verstanden.
Darin eingeschlossen sind neben der Ozonolyse von Doppelbindungen auch alle
weiteren direkten und indirekten Reaktionen von Ozon bzw. dessen Folgeprodukten
mit Stoffen in Wasser zu verstehen (Redox-Reaktionen, radikalische Reaktionen).

Ozondosis

Unter der Ozondosis/Ozondosierung wird die zugesetzte Menge Ozon pro Volumen
(B(O3) in mg/L) verstanden. In den Experimenten dieser Arbeit wurden ausschlie3lich
Batch-Tests durchgefuhrt, bei denen der Begriff Ozondosis als die rechnerisch
ermittelte Ozonkonzentration nach Zugabe und Durchmischung des Ozon-Stark-
wassers zur Probenlosung verstanden wird.

Ozoneintrag

Der Ozoneintrag ist die rechnerische Differenz zwischen zudosierter und ausge-
tragener Ozonmenge pro Volumen.

Ozonzehrung

Unter Ozonzehrung ist die (zeitliche) Abnahme der Ozonkonzentration im Batch-
Versuch nach der Zudosierung des Starkwassers zu verstehen. Die Hohe der
Ozonzehrung hangt hauptsachlich von au’eren Randbedingungen (z.B. Temperatur,
pH) und den Wasserinhaltsstoffen (anorganische und organische Verbindungen) ab.
Weiterhin kann noch zwischen einer Ozonzehrung ohne und mit einem Zusatz einer
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Testsubstanz unterschieden werden. Dabei ist das Ausmal} dieser zusatzlichen
Ozonzehrung von der chemischen Struktur und der Konzentration der Testsubstanz
abhangig.

Ozonexposition

Neben der Ozondosis ist die Einwirkzeit des Ozons ein weiterer Parameter bei der
Charakterisierung von Ozonungen. In Batch-Versuchen ist das Integral der Ozon-
konzentration Uber die Zeit (c-t) ein MaR fur die Ozonexposition. Neben Ozondosis
und Kontaktzeit sind die Ozonzehrung und die Art des Stoppens der Reaktion weitere
Parameter, welche die Hohe der Ozonexposition bestimmen.

5 Erstellen einer Stoffliste / Stoffauswahl (Phase I)

Um eine Auswahl von experimentell zu untersuchenden Stoffen zu erhalten, haben
wir zunachst aus einer vorliegenden, bundesweiten Verbrauchserhebung Einzel-
dosen in Wirkstoffmengen umgerechnet und Informationen zur Metabolisierung
recherchiert. Substanzen, die entweder in hohem Mal3e bzw. gar nicht metabolisiert
in den Wasserkreislauf gelangen, die in Publikationen bislang noch nicht bertck-
sichtigt waren und fir die Hinweise vorlagen, dass sie nicht biologisch abbaubar,
ausreichend mobil und in toxikologischer Hinsicht relevant sind, haben wir dann in die
engere Auswahl gezogen.

5.1 Erfassung des Medikamentenverbrauches

Wie in Kapitel 3.1 geschildert, haben wir samtliche, im Arzneiverordnungsreport
2006 [113] aufgefuhrten Wirkstoffverbrauche (DDD) des Jahres 2005 ausgewertet.
Insgesamt waren dies 915 DDDs flr Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen: Fir 621
Wirkstoffe konnten wir eine Tonnage berechnen. AnschlieRend haben wir die ersten
33 verbrauchsstarksten Wirkstoffkombinationen manuell nachgearbeitet, d.h. in die
Einzelwirkstoffe aufgeldst und ebenfalls Wirkstoffmengen berechnet. Wir haben nur
solche Kombinationen betrachtet, die keine Naturstoffe betrafen.

Nach diesem Schritt hatten wir 706 Wirkstoffe mit einem Gesamtverbrauch von 4201
Tonnen/Jahr bilanziert.

Aus den in den Fachinformationen der Arzneimittelhersteller verfligbaren Angaben
konnten wir die Ausscheidung nicht metabolisierter Muttersubstanz berechnen oder
abschatzen. Wir haben dies fur alle Substanzen mit einem berechneten Jahresver-
brauch von >0,5 Tonnen durchgeflhrt. Insgesamt waren dies 261 Wirkstoffe mit
einem Verbrauch von 3915 Tonnen/Jahr.

Die nachfolgende Tab.4 zeigt die 54 Wirkstoffe mit einem Verbrauch von
>10 Tonnen/Jahr, die mehr als 86% der bilanzierten Gesamtmenge stellen. Aufge-
fuhrt ist die insgesamt bilanzierte Wirkstoffmasse, der Anteil des unverandert ausge-

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



schiedenen Wirkstoffes sowie der Anteil von in metabolisierter Form ausgeschie-
denem Wirkstoff. Im Folgenden nicht weiter bertcksichtigte Substanzen wie die
Lactulose (vollstandig biologisch abbaubar) sowie Naturstoffe oder pflanzliche
Wirkstoffe wie Johanniskraut, Theophyllin, Calciumcarbonat usw. sind in der Tabelle
ebenfalls aufgefihrt, sind aber optisch anders dargestellt.

Tab. 4: Ergebnis der Bilanzierung aus dem Arzneiverordnungs-Report 2006

Wirkstoffe mit einem Jahresverbrauch (2005) >10to / *Angaben betreffen nur den Hauptwirkstoff
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Masse in to (Jahr 2005)

Nr.  Wirkstoff Gesamtbilanz unverandert metabolisiert
(Verbrauch) ausgeschieden ausgeschieden

45. Lisinopril 12 12 0
46. Triamteren 12 4 8
47. Efeublétter 12 k.A. k.A.

48. Sotalol 12 12 0
49. Oxcarbazepin 11 1 11
50. Clopidogrel 11 4 7
51. Cefaclor 11 9 2
52. Fenofibrat 10 0 10
53. Sevelamer 10 10 0
54. Spironolacton 10 3 7

5.2 Erstellung von Stoffdossiers

Ausgangspunkt der Auswahl von Arzneimittelmetaboliten, welche unter humantoxiko-
logischen Aspekten im Wasserkreislauf von Relevanz sein kdnnten, waren die in
Kapitel 5.1 dargestellten Verkaufsmengen von Arzneimitteln in Deutschland, insbe-
sondere die Hochrechnung der metabolisierten Anteile.

Die folgende Tab. 5 zeigt eine Auswertung der Arzneimittelwirkstoffe, die nach dem
metabolisierten Anteil absteigend sortiert ist. Fur pflanzliche oder anorganische Wirk-
stoffe besallen wir keine Angabe zur Metabolisierung, dort haben wir deshalb die
bilanzierte Verbrauchsmasse in Tonnen unverandert stehen gelassen.

Von dieser Reihe haben wir (in mengenmallig abnehmender Reihenfolge) fur 28
Humanarzneimittel eine detaillierte Betrachtung der entstehenden Metabolite und
ihrer toxikologischen Eigenschaften erstellt. Nicht bertcksichtigt haben wir die in der
Tabelle optisch andersartig dargestellten Wirkstoffe, auf die mindestens eines der
folgenden Kriterien zutrifft:

® es handelt sich um anorganische oder organische Naturstoffe, teilweise
besteht auch Uber andere Quellen eine relevante Exposition des Menschen
(z.B. Johanniskraut, Theophyllin)

® aufgrund der leichten Abbaubarkeit ist keine Entstehung stabiler toxischer
Metabolite zu erwarten (z.B. Lactulose, Acetylcystein, Clavulansaure, s.u.)

® es handelt sich um Substanzen, die selbst Metabolit von anderen, bereits in
der Liste enthaltenen Wirkstoffen sind (Mesalazin ist ein Metabolit von
Sulfasalazin)

In der Tab. 5 sind die Substanzen, die zur Betrachtung der entstehenden Metaboliten
ausgewahlt wurden, in Fettdruck hervorgehoben. Das Antibiotikum Amoxicillin wurde
dabei zweimal bilanziert, einmal mit und einmal ohne den Enzyminhibitor (Betalakta-
masehemmer) Clavulansaure, der aufgrund der Instabilitat/Abbaubarkeit nicht weiter
in Betracht gezogen wurde (Clavulansaure ist zu 20 % der Masse von Amoxicillin
enthalten).

Von den Kombinationswirkstoffen haben wir lediglich das Trimethoprim mit berick-
sichtigt, obwohl es mit nur 20% der Masse des Hauptwirkstoffes Sulfamethoxazol in
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den Medikamenten enthalten ist. Der Decarboxylasehemmer Carbidopa, der mit
Levodopa kombiniert appliziert wird, ist zu 25% der Masse des Hauptwirkstoffes
enthalten und unterschreitet das Abschneidekriterium von 8 Tonnen (bei Omeprazol).
Das Gleiche gilt fur den Wirkstoff Naloxonhydrochlorid, der als Kombinationswirkstoff
weniger als 10 % der Masse des Hauptwirkstoffes Tilidin ausmacht.

Tab. 5: Bilanzierte Wirkstoffe. Sortierung nach der metabolisierten Menge, ausgewahlte Substanzen
sind in Fettdruck
*die Massenangabe ist jeweils nur auf den Hauptwirkstoff bezogen
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Unabhangig von den ausgewahlten Metaboliten haben wir erganzend zwei praktisch
nicht metabolisierte Wirkstoffe fir die Erstellung von Stoffdossiers ausgewahlt:
Metformin, das mit einer bilanzierten Verbrauchsmenge von 757 to an 1. Stelle der
Erhebung steht und Piracetam, mit 120 to auf Platz 8 (Tab. 4). Diese Wirkstoffe
stellen Modellsubstanzen fur Arzneimittelwirkstoffe dar, die fur die Bildung techni-
scher Transformationsprodukte bei der Trinkwasseraufbereitung in Frage kommen
(vgl. Kapitel 2.5, S. 5ff).

Exemplarisch zeigen wir an dieser Stelle das Stoffdossier von Ranitidin (der Uber-
sichtlichkeit halber ohne Literaturliste). Das vollstandige Stoffdossier findet sich,
ebenso wie die restlichen in alphabetischer Reihenfolge im Anhang (S. 118ff).

5.2.1 Exemplarisches Stoffdossier Ranitidin

Substanz CAS-Nr.
Ranitidin 66357-35-5
Ranitidin-Hydrochlorid 71130-06-8 u. 66357-59-3
Metabolite

Ranitidin-N-oxid 73857-20-2
Ranitidin-S-oxid 73851-70-4
Desmethylranitidin 66357-25-3

Pharmakologie und Toxizitat von Ranitidin

Ranitidin ist ein Histamin-Antagonist flr gastrische Hy-Rezeptoren. Es inhibiert die
Histamin-induzierte gastrische Sekretion und Saureproduktion. Die Ubliche Tages-
dosis ist 150 mg-300 mg. Beim Menschen wurden nur nach parenteraler Verabrei-
chung hoher Dosen auch cholinerge Effekte in Form von Bradykardie, Erroten,
Tranenfluss sowie Geistesverwirrung beobachtet. Ranitidin ist in hohen Konzentra-
tionen im Ames-Test schwach mutagen. Die Effektkonzentrationen lagen dabei um
ca. 3 GroRenordnungen uber den therapeutisch relevanten Blutplasmawerten. Kan-
zerogene Effekte wurden in Langzeitstudien an Mausen, Ratten und Hunden nicht
beobachtet [350, 353].

In Magensaft kann sich in vitro aus Ranitidin ein Nitrosoderivat bilden, das im Ames-
Test mutagen ist [352]. Jedoch wurde bei Ranitidin-behandelten Patienten kein
Anstieg der Mutagenitat von Magensaft im Ames-Test gegenlber Kontrollpersonen
beobachtet [359].

Toxikokinetik und Metabolismus

Ranitidin hat bei oraler Aufnahme eine Bioverfugbarkeit von ca. 50%, es findet ein
relevanter first-pass-Metabolismus in der Leber statt. Die Metaboliten sind Des-
methylranitidin, Ranitidin-N-Oxid und Ranitidin-S-Oxid. Beim Menschen stellt das N-
Oxid den Hauptmetabolit dar. Altere Menschen haben ein kleineres Verteilungs-
volumen, eine hdhere AUC (Area Under Curve) und eine langsamere Eliminations-

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



halbwertszeit als jungere erwachsene Personen. Einige Autoren berichten die
Bildung eines nicht naher spezifizierten Furanylsaurederivates [354].

30%-50% der verabreichten Dosis wurden innerhalb von 24 h als Muttersubstanz im
Urin ausgeschieden, davon Desmethylranitidin zu 2%-3% der Dosis, Ranitidin-N-
Oxid zu 4 %—-6 % und Ranitidin-S-Oxid zu 1%. Der Rest wird Uber die Galle in Fazes
eliminiert. Die Halbwertszeit der Ausscheidung ist Ublicherweise ca. 1,5 h—-3 h (aber
bis zu 6 h bei alteren Personen). Bei manifesten Nierenfunktionsstérungen kann die
Ausscheidung verlangsamt sein [351, 353, 356, 357, 358, 360].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Beim Menschen wiesen die Metaboliten N-Oxid und S-Oxid nur eine schwache Ha-
Rezeptor-blockierende Aktivitat auf. In der Ratte war Desmethylranitidin 4fach weni-
ger wirksam als die Muttersubstanz, beim Hund 2fach (keine Humandaten) [353]. In
NLM [357, 358] wurden die Metaboliten Desmethylranitidin, Ranitidin-N-Oxid und
Ranitidin-S-Oxid als pharmakologisch inaktiv bezeichnet.

Ranitidin-N-Oxid war in der Maus deutlich weniger akut toxisch (i.v. LD50
>1000 mg/kg) als die Muttersubstanz (i.v. LD50 60 mg/kg) [362].

Zu Effekten langerfristiger Exposition gegenuber Ranitidin-Metaboliten liegen keine
Daten vor.

Bei spezieller Testung der cholinergen Aktivitat war das S-Oxid hinsichtlich der
Inhibition der Acetylcholinesterase in menschlichen Erythrozyten ca. 10fach schwa-
cher wirksam als die Muttersubstanz [355].

Ranitidin war in hohen Konzentrationen im Ames-Test schwach mutagen. Die Effekt-
konzentrationen lagen dabei um ca. 3 Grélkenordnungen Uber den therapeutisch
relevanten Blutplasmawerten. Die Hauptmetabolite (nicht naher spezifiziert) zeigten
keine signifikante mutagene Wirkung [353].

In vitro kann sich aus Ranitidin ein Nitrosoderivat bilden, das im Ames-Test mutagen
ist [352]. Ob diese Reaktion auch bei Metaboliten erfolgt, ist nicht bekannt.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Nach den vorliegenden sparlichen Befunden scheinen die Metabolite von Ranitidin
deutlich schwacher pharmakologisch wirksam und weniger toxisch zu sein als die
Muttersubstanz. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass in reduktiver Umgebung die
N- und S-Oxidgruppe wieder gespalten wird, was zur RUckbildung der Mutter-
substanz fuhren wirde.

Ranitidin wurde vereinzelt in europaischen und nordamerikanischen Oberflachen-
gewassern nachgewiesen (keine Konzentrationsangabe) [361].
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5.2.2 Erste Auswahlliste

Um potenziell relevante, bislang noch nicht identifizierte Arzneimittelmetabolite aus-
zuwahlen, haben wir die in den Stoffdossiers erhaltenen Informationen (siehe Anhang
S. 118ff) in tabellarischer Form zusammengefasst (Tab. 6). Aus dieser ersten Zusam-
menstellung erstellten wir eine weitere, nochmals komprimierte Form der Darstellung,
die einen schnellen Uberblick Uber die bewertungsrelevanten Parameter erméglicht
(Tab. 7).

Wir haben dabei folgende Auswahlkriterien bertcksichtigt:

® ecs erfolgt eine Metabolisierung der Muttersubstanz in relevantem Umfang
(...die Metabolisierungsrate ist gréf3er als 50 %)

® es entsteht eine geringe Anzahl von Metaboliten (...bis zu 3 Metabolite)

® die Metaboliten besitzen biologische Aktivitat (z.B. ahnliche pharmakologische
Wirksamkeit wie die Muttersubstanz)

® es liegen noch keine Daten zu Umweltvorkommen und/oder zu mutagenen
Effekten der Metaboliten vor

Diese Kiriterien erfullten funf der ausgewerteten 28 Humanarzneimittel (Mutter-
substanzen): das Lincosamid-Antibiotikum Clindamycin, das Urikostatikum Allopuri-
nol, das Antiepileptikum und Antipsychotikum Valproinsédure, das Hamorheologikum
Pentoxifyllin und das Parkinsonmittel Levodopa.

Bei den drei zusatzlich betrachteten Tierarzneimitteln wurde ahnlich verfahren, wobei
sich deren Auswahl am vorliegenden Nachweis im Wasserkreislauf orientierte. Von
diesen erflllte nur Lincomycin —wie Clindamycin ebenfalls ein Lincosamid-Antibio-
tikum — die genannten Kriterien, wobei der mengenmafige Anteil der zwei Haupt-
metabolite quantitativ nicht genau zu identifizieren war. In den folgenden Tab. 6 und
Tab. 7 sind alle sechs vorgemerkten Substanzen durch Fettdruck hervorgehoben.
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Tab. 6: Zusammenfassung der stoffspezifischen Daten, Reihung in absteigender Quantitat des
Metaboliteneintrags in die Umwelt
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Tab. 7: Komprimierte Zusammenfassung der stoffspezifischen Daten, Reihung in absteigender
Quantitat des Metaboliteneintrags in die Umwelt
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5.3 Endgultige Stoffauswahl

Um zu einer endgultigen Stoffauswahl zu kommen, haben wir nur solche Mutter-
substanzen berucksichtigt, die keine Naturstoffe sind oder leicht abbaubar, und bei
denen durch Metabolisierung eine potenzielle Jahresmenge von mindestens 10 to
entsteht (siehe Tab. 5).

Auf Grundlage der Stoffdossiers haben wir an dieser Stelle nochmals vier Wirkstoffe
gestrichen: Levodopa, da der wirksame Metabolit Dopamin ein naturlich vorkommen-
der Neurotransmitter ist, Phenoxymethylpenicillin, da mit Amoxicillin bereits ein (-
Laktam-Antibiotikum in der Auswahlliste enthalten ist, Clarithromycin, da es insge-
samt schon als recht gut untersucht gilt und biologisch abgebaut wird sowie Oxcarba-
zepin, das mit dem bereits ausgewahlten Carbamazepin den dort erfassten Metabo-
liten gemeinsam hat (siehe Informationen der jeweiligen Stoffdossiers im Anhang,
S. 118ff).

Nach diesem Auswahlverfahren blieben 18 Muttersubstanzen Ubrig. Trimethoprim
Ubersteigt zwar mit einer bilanzierten Jahresmenge von 4,2 to nicht das Mengen-
kriterium, wurde aber als obligater Kombinationswirkstoff des ausgewahlten Sulfa-
methoxazol trotzdem mit in die Auswahl genommen (siehe Tab. 8).

Tab. 8: Auswahl von 19 Muttersubstanzen mit metabolisierter Jahresmenge (alphabetisch)

Nr. Wirkstoff bilanzierte, metabolisierte Masse in to
1 Acetylsalicylsaure 130
2 Allopurinol 92
3 Amoxicillin (Summe) 75
4 Carbamazepin 59
5 Clindamycin 93
6 Diclofenac 32
7 Fenofibrat 10
8 Ibuprofen 252
9 Metamizol 182

10 Metoprolol 105
11 Paracetamol 78
12 Pentoxifyllin 24
13 Ranitidin 13
14 Sulfamethoxazol 20
15 Sulfasalazin 24
16 Tilidin 14
17 Trimethoprim (Summe) >4
18 Valproinsaure 60
19 Verapamil 36

Fir diese 19 Muttersubstanzen haben wir samtliche, aus der Literatur bekannten
Metaboliten sowie eventuell vorhandene Strukturisomere dieser Muttersubstanzen
zusammengestellt. Mittels QSAR haben wir weitere Auswahlkriterien wie logKow, die
aerobe biologische Abbaubarkeit und das gentoxische/mutagene Potenzial ermittelt.
Wir haben auch gepruft, in wieweit die Reinsubstanzen fur die nachfolgend anstehen-
den experimentellen Untersuchungen kauflich und zu einem vertretbaren Preis erhalt-
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lich sind. Insgesamt konnen wir fur die 19 ausgewahlten Substanzen 36 Strukturiso-
mere und 84 Metabolite identifizieren, d.h. zusammen 120 Stoffdatensatze erstellen
und mit QSAR berechnen. Inklusive der zusatzlich eingeschlossenen (siehe S. 42),
nicht metabolisierten Wirkstoffe Metformin und Piracetam sind die zusammenge-
fassten Ergebnisse im Anhang in Tab. 36, S. 112ff, vereinfacht dargestellt (fur
Metformin und Piracetam wurden keine QSAR-Berechnungen durchgefuhrt).

Stoffe, die nicht bzw. nicht zu einem vertretbaren Preis erhaltlich waren, haben wir
von der Liste gestrichen. Wir suchten nach Substanzen, die eine vorhergesagte aero-
be biologische Abbaubarkeit von unter 60 % aufwiesen (entsprechend einem QSAR-
Wert von <0,6 in der Tab. 36), die einen logKow von <3 aufwiesen und fur die ein
mdglichst hohes Potenzial fir mutagene bzw. gentoxische Wirkung vorhergesagt
wurde. Erganzend haben wir samtliche Molekulstrukturen im Hinblick auf mdgliche
toxische Transformationsprodukte bei der Wasseraufbereitung gepruft. Folgende
Molekulfunktionen oder Stoffgruppenzugehdrigkeiten haben wir diesbezlglich als
kritisch beurteilt: Nitrosamine, Amine, Sulfonamide, Dimethyl- oder Alkylamine, Azide,
Guanidine und Hydrazine.

Zusatzlich haben wir fiur die Auswahl der Metabolite die bereits im Kapitel 5.2.2
genannten Auswabhlkriterien berlcksichtigt. Danach blieben die in Tab. 9 genannten
zehn Substanzen ubrig (Vorauswahl). Da aufgrund der zur Verfugung stehenden
Ressourcen eine weitere Reduktion erforderlich war, haben wir uns dann letztlich auf
funf Substanzen geeinigt (Endauswahl): Die beiden Metamizol-Metabolite (siehe
S. 140) 4-N-Acetylaminoantipyrin (AAA) und 4-N-Formylaminoantipyrin (FAA) haben
wir aufgrund der hohen Menge an metabolisiert ausgeschiedenem Wirkstoff ausge-
wahlt. Beim dritten Metaboliten erhielt Sulfapyridin gegentber den beiden Carbama-
zepin-Metaboliten (siehe S. 123) den Vorzug, da hier eine pharmakologische Wirk-
samkeit bekannt ist (siehe Darstellung beim Sulfasalazin-Stoffprofil, S. 171).

Tab. 9: Endgiiltige Stoffauswahl

Substanz Muttersubstanz Status Masseinto Vorauswahl Endauswahl
(falls vorhanden) MS / ME

Carbamazepin-10,11-epoxid Carbamazepin ME 64 /59 )

trans-10,11-Dihydroxy-10,11- Carbamazepin ME 64 /59 )

dihydrocarbamazepin

4-N-Acetylaminoantipyrin (AAA) Metamizol ME 202 /182 ® )

4-N-Formylaminoantipyrin (FAA) Metamizol ME 202 /182 ® )

Metformin — (MS) 757 /0 ° )

a-Hydroxymetoprolol Metoprolol ME 116/ 105 )

1-(3'-Carboxypropyl)-3,7- Pentoxifyllin ME 26 /24 )

dimethylxanthin

Piracetam — (MS) 120/0 ° °

Sulfamethoxazol, Natriumsalz — MS 27 120 ()

Sulfapyridin Sulfasalazin ME 27 /24 ® °

Status MS = stark metabolisierte Muttersubstanz / (MS) = nicht metabolisierte Muttersubstanz / ME = Metabolit

MS/ME  MS = bilanzierte Menge der Muttersubstanz / ME = insgesamt metabolisierte Menge aller Metabolite

Vorauswahl im ersten Auswahlschritt ausgewahlte Substanzen
Endauswahlim zweiten Auswahlschritt ausgewahlte Substanzen
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In Abb.12 ist das gesamte Auswahlverfahren nochmals in einer Ubersicht
zusammengefasst worden:

915 als DDD bilanzierte Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen, davon
621 Wirkstoffe mit einer Menge (Jahr 2005) in Tonnen kalkulierbar

¥

706 als Jahresmenge (to) bilanzierte Muttersubstanzen,

nach manuellem Auftrennen von 33 Wirkstoffkombinationen mit DDD-Angaben

¥

Fir 261 Wirkstoffe mit einer Jahresmenge > 0,5 to

wird die Metabolisierung berechnet

¥

Fir 28 intensiv metabolisierte Wirkstoffe werden Stoffdossiers erstellt,

zusatzlich Metformin und Piracetam als nicht metabolisierte, verbrauchsstarke Wirkstoffe,

zusatzlich auch drei Tierarzneimittel berticksichtigt

¥

Auswahl von 19 metabolisierten Wirkstoffen mit 36 Strukturisomeren und 84 Metaboliten (120 Substanzen)

QSAR-Berechnungen, Literaturdaten zur Toxikologie und zur Okologie

¥

Vorauswahl von 8 Metaboliten und schlieRlich 3 Metaboliten (4-N-Acetylaminoantipyrin, 4-N-Formylamino-

antipyrin, Sulfapyridin), zusatzlich die 2 Muttersubstanzen Metformin und Piracetam spater auch das
Transformationsprodukt Guanylharnstoff zur Durchfiihrung der praktischen Untersuchungen (Abbaubarkeit,

Ozonung, Mutagenitatstests)

Abb. 12: Ubersicht zur Stoffauswahl

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Strukturformeln der von uns fir die
praktischen Untersuchungen ausgewahlten Stoffe.
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Abb. 13: Struktur 4-N-Acetylaminoantipyrin
(AAA) CAS-Nr. 83-15-8

H
Dﬁ
N-H
N
— 0

Abb. 14: Struktur 4-N-Formylaminoantipyrin
(FAA) CAS-Nr. 1672-58-8
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Abb. 15: Struktur Sulfapyridin
CAS-Nr. 144-83-2

Abb. 16: Struktur Metformin
CAS-Nr. 657-24-9

Abb. 17: Struktur Piracetam
CAS-Nr. 7491-74-9

Abb. 18: Struktur Guanylharnstoff
CAS-Nr. 141-83-3
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6 Experimentelle Untersuchungen (Phase Il)
Biologischer Abbau und Bildung von technischen Transformationsproduk-
ten durch Ozonung

6.1 Leichte biologische Abbaubarkeit

Die Ergebnisse der Untersuchungen auf leichte biologische Abbaubarkeit mittels
Closed-Bottle-Test (CBT) und Manometrischem Respirationstest (MRT)* sind in
Tab. 10 zusammengefasst. Ausfuhrliche Versuchsauswertungen befinden sich im
Anhang, S. 182ff%.

Mit Ausnahme von Piracetam waren alle untersuchten Substanzen sowohl im CBT
als auch im MRT nicht leicht biologisch abbaubar. Piracetam war im CBT nicht leicht
biologisch abbaubar, wahrend beim MRT das Kriterium fur leichte biologische Abbau-
barkeit sicher erfullt wurde. Auch bei der Untersuchung auf inhdrente Abbaubarkeit
wurde Piracetam vollstandig eliminiert (siehe Kapitel 6.2.5), so dass wir das abwei-
chende Ergebnis beim CBT auf die dort sehr geringe Bakteriendichte zurtckfihren
kénnen — der CBT ist diesbezlglich der strengste der von uns durchgeflihrten Tests
(vgl. Kapitel 3.3.1).

Tab. 10: Biologische Abbaubarkeit gemal CBT und MRT

4-Acetamidoantipyrin (AAA) 8,9 6,2 5,7 12,9
4-Formylaminoantipyrin (FAA) 9,1 6,1 9.1 6,1
Sulfapyridin 9,0 6,0 0,1 37,7
Metformin 12,3 2,8 8,1 6,4
Piracetam 6,0 3,6 104,3 70,7

%2 die Bezeichnung OxiTop-Test ist dafiir synonym
2 die MRT-Ansétze von AAA, FAA, Sulfapyridin und Piracetam sind bezlglich einiger Parameter nicht valide
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6.2 Inharente biologische Abbaubarkeit

In Tab. 11 ist die Einwaage der Prufsubstanzen auf Grundlage der Gber die Summen-
formel berechneten Molekul-Kohlenstoffgehalte (Spalte "TOC in %") dargestellt.

Tab. 11: Einwaage der Prifgegenstande in den Inharenttests

4-Formylaminoantipyrin (FAA) Sigma Aldrich S349941 62,3 80,2 50,0
4-Acetamidoantipyrin (AAA) 97 % Acros Organics 102260050 63,7 78,6 50,0
Metformin Hydrochlorid 97 % Aldrich D15,095-9 29,0 172,4 50,0
Piracetam MP Biomedicals 156275 50,7 98,7 50,0
Sulfapyridin 99 % Sigma 56252-25G 53,0 94,4 50,0
ZahnWellens-Test
4-Formylaminoantipyrin (FAA) Sigma Aldrich S349941 62,3 128,4 50,0
4-Acetamidoantipyrin (AAA) 97 % Acros Organics 102260050 63,7 125,7 50,0
Metformin Hydrochlorid 97 % Aldrich D15,095-9 29,0 275,9 50,0
Sulfapyridin 99 % Sigma 56252-25G 53,0 151,0 50,0

6.2.1 4-N-Acetylaminoantipyrin (AAA)

In beiden Grafiken von Abb. 19 ist die Abbaubarkeit von 4-N-Acetylaminoantipyrin
(AAA) im Kombinationstest wiedergegeben. Abb. 20 enthalt die Ergebnisse der
Wiederholungsprufung im Zahn-Wellens-Test (Die Referenzansatze enthalten jeweils
Diethylenglykol als leicht abbaubare Substanz, siehe Methodik im Anhang S. 97ff).
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Abb. 19: DOC-Elimination und CO,-Entwicklung von Acetylaminoantipyrin im Kombinationstest
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Abb. 20: DOC-Elimination Acetylaminoantipyrin im Zahn-Wellens-Test

Im Kombinationstest beobachteten wir nach einer lag-Phase von drei Wochen in
einem der beiden Ansatze einen deutlichen Anstieg der DOC-Elimination bis auf
55 %, die durch die CO,-Entwicklung bestatigt wurde. Im zweiten Ansatz erreichte die
DOC-Elimination lediglich 24 % und in der Wiederholungsprufung 19 %.

Abb. 21 zeigt die Ergebnisse
100 - U
Einwaage —n— Kombinationstest Ansatz 1 (éer |Votm -IIZ’[V:(/ durchgefuhrten
- —eo— Kombinationstest Ansatz 2 eqglelitana K.
1 =79 mg/L —a— Zahn-Wellens Test g y
SRR\ Acetylaminoantipyrin  war in
< 'x. beiden Versuchen nach 14
§ 50 Tagen nicht mehr nachweis-
£ ﬂggfstand bar, Bestimmungsgrenze:
au-
° Lsung 1 mg/L (= 1,3% von co).
0- — =
0 7 14 21 28
Zeit/ d

Abb. 21: Analytik zur Abbaubarkeit von Acetylaminoantipyrin

6.2.2 4-N-Formylaminoantipyrin (FAA)

In Abb. 22 ist die Abbaubarkeit von N-Formylaminoantipyrin (FAA) im Kombinations-
test dargestellt und in Abb. 23 werden die Ergebnisse der Wiederholungsprifung im
Zahn-Wellens-Test gezeigt (Die Referenzansatze enthalten jeweils Diethylenglykol
als leicht abbaubare Substanz, siehe Methodik im Anhang S. 97ff).
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Abb. 22: DOC-Elimination und CO,-Entwicklung von Formylaminoantipyrin im Kombinationstest
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Abb. 23: DOC-Elimination von Formylaminoantipyrin im Zahn-Wellens-Test

Weder im Kombinationstest noch im Zahn-Wellens-Test beobachteten wir einen

nennenswerten Abbau von Formylaminoantipyrin.

In Abb. 24 sind die Ergebnisse der vom TZW durchgeflhrten Begleitanalytik darge-
stellt. In Ubereinstimmung mit den Daten zur CO,-Entwicklung und DOC-Elimination
lasst sich 4-N-Formylaminoantipyrin Uber den gesamten Versuchsverlauf analytisch

nachweisen.
150
Einwaage o
1254 =80 mg/L /@ !
u 1004 /&
<4 2 \
£ ,[ N A~/
~ 754 \ °
= o ®
© ]
< A’ ..
8 50 Uberstand
Abbau-
1 —u— Kombinationstest Ansatz 1 Losung
25 —e— Kombinationstest Ansatz 2
] —A—Zahn-Wellens Test
0 T T T T T T

7 14 21
Zeit/d

28

Abb. 24: Analytik zur Abbaubarkeit von Formylaminoantipyrin

Im Uberstand der Abbau-
[6sungen wurde nach Ver-
suchsende ein Uberbefund
von rund 50% der einge-
setzten Menge bestimmt. Ver-
mutlich handelt es sich hierbei
um ein analytisches Problem,
da die Messung in der Abbau-
I6sung getrennt von der Ana-
lytik der Ubrigen Proben durch-
gefuhrt wurde.
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6.2.3 Sulfapyridin

In beiden Grafiken von Abb. 25 ist das Ergebnis der Abbauversuche von Sulfapyridin
im Kombinationstest wiedergegeben. In Abb. 26 sind die Ergebnisse der Wieder-
holungsprufung im Zahn-Wellens-Test gezeigt.
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Abb. 25: DOC-Elimination und CO,-Entwicklung von Sulfapyridin im Kombinationstest

120 -

100 4

80 -

60

40 A

DOC-Elimination in %

20 A

- Testansatz
-@- Referenz

0
0

14
Tag

21 28

Abb. 26: DOC-Elimination von Sulfapyridin im Zahn-Wellens-Test

Sulfapyridin zeigte sowohl im Kombinationstest wie auch im Zahn-Wellens-Test drei
Stunden nach Versuchsbeginn eine hohere DOC-Elimination als zum jeweils
nachsten Messzeitpunkt. Dies deutet auf eine verzogerte Losung in Wasser hin
und/oder oder auf eine vorubergehende Adsorption an den Belebtschlamm. Bis zum
Versuchsende erreichte die DOC-Elimination 50 % bis 64 % was auch durch die CO»-
Entwicklung (44 % bis 49 %) bestatigt wird.
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Die Abb. 27 zeigt, dass Sulfa-
pyridin in beiden Experimenten
nach 14 bzw. 21 Tagen analy-
tisch nicht mehr nachweisbar
war. Die Bestimmungsgrenze
betragt 1 mg/L (=1,1% von
Co).

Abb. 27: Analytik zur Abbaubarkeit von Sulfapyridin

6.2.4 Metformin

In Abb. 28 ist die Abbaubarkeit von Metformin im Kombinationstest wiedergegeben
und in Abb. 29 das Ergebnis der Wiederholungsprifung im Zahn-Wellens-Test.
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Abb. 28: DOC-Elimination und CO,-Entwicklung von Metformin im Kombinationstest

Abb. 29: DOC-Elimination von Metformin im Zahn-Wellens-Test
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Im Kombinationstest beobachteten wir nach einer lag-Phase von 7 Tagen in beiden
Ansatzen eine deutliche DOC-Elimination von 49%-52%, was durch die CO,-
Entwicklung bestatigt wurde. Der Zahn-Wellens-Test zeigte ein ahnliches Verhalten.

In Abb. 30 sind die Ergebnisse
150+ Einwaage —m— Kombinationstest Ansatz 1 der vom TZW durchgeflihrten
4~ =134 mg/L —e— Kombinationstest Ansatz 2 . . .
. 25_%_.\ —a— Zahn-Wellens Test Begleitanalytik dargestellt. Sie
] . . zeigen, dass Metformin nach
o 1007 —t—, 14 bis 28 Tagen in den
o 1 Uberstand = ;
E ] Abbau An§atzen nlcht mehl_" nachzu-
E ] " Lésung weisen war. Die Bestimmungs-
& 504 grenze betragt 1 mg/L (= 0,7 %
o5 ] von Co).
0 — =
0 7 14 21 28
Zeit / d

Abb. 30: Analytik zur Abbaubarkeit von Metformin

6.2.5 Piracetam

In Abb. 31 ist die Abbaubarkeit von Piracetam im Kombinationstest wiedergegeben.
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Abb. 31: DOC-Elimination und CO,-Entwicklung von Piracetam im Kombinationstest

Die Mineralisierung von Piracetam erreichte nach 28 Tagen Werte von 94% und
98 %. Aufgrund der sehr guten Endabbaubarkeit wurde diese Substanz nicht noch-
mals im Zahn-Wellens-Test untersucht. Da bei diesem Ergebnis keine Transforma-
tionsprodukte zu erwarten sind, wurde die Abbaulésung auch nicht ozont.
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Die vom TZW durchgefuhrte
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Abb. 32: Begleitende Analytik zur Abbaubarkeit von Piracetam

6.3 Ozonung

Zu ca. 5 L Trinkwasser haben wir Ublicherweise 5 mg Testsubstanz dosiert und diese
anschlieBend mit ca. 5L Ozonstarkwasser (B(Ozon)~20 mg/L) versetzt. Nach
45 min Reaktionszeit entfernten wir Uber das Einleiten eines starken Stickstoffstoms
das Restozon. Um den Einfluss der Stickstoffeinleitung auf die Testsubstanzen
abschatzen zu kdénnen, entnahmen wir nach dem Durchmischen der Substanzen mit
dem Trinkwasser zwei Proben, von denen eine fur 15 Minuten mit Stickstoff durch-
stromt wurde. Im Vergleich mit der Nullprobe ohne Stickstoffspulung kann Uber die
Bestimmung der Wiederfindung eine Abschatzung Uber die Hohe des Verlustes
getroffen werden (Tab. 12). Bei FAA haben wir keine Anderung in der Konzentration
gefunden, AAA und Piracetam zeigten einen maRigen Konzentrationseinbruch (25 %
bzw. 5% Abnahme). Bei Metformin fanden wir eine etwas erhdhte Konzentration
(+15%), wobei bei der Interpretation der Daten auch die Messunsicherheit der LC-
MS/MS-Methode berlcksichtigt werden muss (ca. 10%). Mit einer Konzentrationsab-
nahme von Verbindungen wahrend des Ausblasens muss daher gerechnet werden,
wobei eher ionische Ozonungsprodukte entstehen, die gut wasserloslich sind und
unter den gegebenen Bedingungen kaum flichtig sein sollten. Als Beispiel fur ein
eventuell flichtiges Transformationsprodukt kann das zuvor erwahnte N,N-Dimethyl-
nitrosamin (NDMA) genannt werden (S. 23ff).
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Tab. 12: Ermitteln der Konzentration vor und nach dem Ausblasen in der cy-Probe mit Stickstoff

1000 1100 1100

830 830 630

Metformln 1060 850 980
Piracetam 1000 900 860
Sulfapyridin-(1) 1000 770 740
Sulfapyridin-(Il) 1040 750 670
Guanylharnstoff 790 790 830

Wahrend der Reaktionszeit ermittelten wir mehrmals die aktuelle Ozonkonzentration
und entnahmen Proben fir eine nachtragliche Stoffanalytik. Die folgenden Abbil-
dungen zeigen die Konzentrationsabnahmen der Testsubstanzen bei gleichzeitiger
Darstellung der Ozonzehrung Uber die Versuchszeit.

6.3.1 Blindprobe

Zu Beginn der Versuche haben wir eine Blindprobe (Wassermatrix ohne Substanz-
zugabe) ozont. Die Abb. 2 zeigt die erhaltene Ozonzehrung bei den gegebenen
Randbedingungen.

14 - -
A Ozondosis (berechnet) Es Zelgte SICh’ dass nach
—A— Ozonkonzentration 10 anfanglicher Ozonzehrung das
1A —l— Ozonkonzentration (N2) . . .
- Konzentrationsniveau uber
] -10 i
| \A A [ den Rest der Versuch.slauf.zelt
g5 auf ca. 9mg/L gleichblieb.
_ . £ Danach haben wir im Stick-
-6 § stoffstrom das Restozon aus-
. | O getrieben. Dieser Vorgang
-4 . .
'\ i nahm bei der Blindprobe
i l\ -2 ca. 30 min in Anspruch.
!_-_0 Dieser Versuch diente dariber
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 hinaus als Blindprobe fir ana-
Zeit / min lytische und toxikologische

Abb. 33: Ozonzehrung in der Blindprobe Untersuchungen.

von anfanglich 11,5 mg/L Ozon bleiben nach Rickgang
ca. 9 mg/L Uber 45 min lang erhalten
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6.3.2 4-N-Acetylaminoantipyrin (AAA)
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Abb. 34: Abnahme von AAA wahrend der Ozonung
6.3.3 4-N-Formylaminoantipyrin (FAA)
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Abb. 35: Abnahme von FAA wahrend der Ozonung

Die Umsetzung von AAA mit
Ozon erfolgte sehr rasch, so
dass bereits in der ersten Pro-
be nach Zugabe des Ozon-
starkwassers der Gehalt der
Ausgangsverbindung unter-
halb der Bestimmungsgrenze
von 20 ug/L (=4 % von cp) lag
(Abb. 34).

Im Vergleich zur Blindprobe
zeigt sich hier eine deutliche
Ozonzehrung.

Das Verhalten von FAA
gegenuber Ozon (Abb. 35) ist
vergleichbar mit dem von AAA
(Abb. 34).

Auch hier lag bereits in der
ersten Probe nach Zugabe des
Ozonstarkwassers der Gehalt
von FAA unterhalb der Bestim-
mungsgrenze.
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6.3.4 Sulfapyridin
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Abb. 36: Abnahme von Sulfapyridin-l wahrend der Ozonung
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Abb. 37: Abnahme von Sulfapyridin-Il wahrend der Ozonung

Aufgrund der Befunde im
nachfolgenden Ames-Test
haben wir die Ozonung von
Sulfapyridin mehrmals durch-
gefluhrt.

Die Ozonungen in Abb. 36
(Sulfapyridin I) und Abb. 37
(Sulfapyridin II) haben wir mit
einer Ausgangskonzentration
von 500 ug/L durchgeflhrt.

In beiden Fallen lag die Kon-
zentration der Ausgangsver-
bindung bereits unterhalb der
Bestimmungsgrenze von
10 pg/L (= 2% von co).

Aus beiden Messungen der
Ozonkonzentration geht her-
vor, dass direkt nach dem Ver-
suchsstart eine starke Ozon-
zehrung auftritt, was auf eine
schnelle  Umsetzung  des
Sulfapyridins mit dem Ozon
hindeutet.

Da sich das Ausmal} der Ozonzehrung nach wenigen Minuten verringert, kann davon
ausgegangen werden, dass die primar gebildeten Transformationsprodukte in der
Folge nicht oder nur langsam mit Ozon weiterreagieren.

In zwei erganzenden Versuchen haben wir Ozonungsansatze mit doppeltem
(1 mg/L = Sulfapyridin-1ll) und 10fachem (5 mg/L = Sulfapyridin-1V) Stoffgehalt durch-

gefuhrt. Die weiteren Versuchsparameter blieben konstant.

Fur den Versuch

Sulfapyridin-Ill haben wir nur die Ozonzehrung kontrolliert, jedoch keine analytische
Gehaltsbestimmung vorgenommen. Den Ansatz Sulfapyridin-IV haben wir hingegen
ausfuhrlich untersucht und ihn im Folgenden beschrieben (Abb. 38).
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Abb. 38: Abnahme von Sulfapyridin-IV wahrend der Ozonung

Die hohe Reaktionsrate des Ozon in diesem Experiment zeigte sich in der sehr deutli-
chen Ozonzehrung, die nach 8 min Reaktionszeit bereits ca. 70 % betrug. Bei dieser
Reaktion standen 5 mg/L (20 pymol/L) Sulfapyridin 10 mg/L (210 pmol/L) Ozon gegen-
uber — ein Reaktantenverhaltnis von 1:10. Aus der hohen Sulfapyridinmenge und den
zusatzlich ablaufenden, weiteren Ozonreaktionen erklart sich die starke Ozon-
zehrung.

An dieser Stelle mOchten wir nochmals darauf hinweisen, dass in Wasserwerken die
realen Konzentrationsverhaltnisse von Spurenstoffen und Ozon in anderen Groen-
bereichen liegen: Dort trifft beispielsweise ein organischer Spurenstoff im Bereich von
1 pg/L (0,004 pmol/L) auf 1 mg/L (21 pmol/L) Ozon, woraus sich ein Reaktanten-
verhaltnis von ca. 1:5000 ergibt. Darlber hinaus wird die Ozonzehrung auch in
solchen Wassern nicht von den anthropogen eingetragenen Spurenstoffen dominiert,
sondern vom naturlicherweise vorhandenen DOC-Hintergrund.

Die von uns ublicherweise in den Versuchen verwendete Stoffmenge von 0,5 mg/L
ergibt ein Reaktantenverhaltnis von Substanz:Ozon von ca. 1:100.
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6.3.5 Metformin

600 g &, o et G 10 Im Gegensatz zu den bislang

500 4o \ /A\A/A —z—gze:)f:;,;;ins(bemhnet) § besprochenen Umsetzun.g.en

] A Ovonkonpentration (FAA, AAA und Sulfapyridin)

< 400- —#— Ozonkonzentration (N2) 1 haben wir bei Metformin unter

;1 o _ ¢ < den gewahlten Versuchsbedin-

£ 3001 *~e £ gungen bei der Ozonung nur

“g% 200 \. _'4 g einen teilweisen Abbau gefun-
] , den.

1909 . I Nach einer Ozonungszeit von

o-. - _\¥ 1o 30 min konnten noch ca. 35%

6 10 20 30 40 50 60 70 8 90 der Startkonzentration gefun-

Zeit / min den werden (Abb. 39).

Abb. 39: Abnahme von Metformin wahrend der Ozonung

Da die Ozonkonzentration auf hohem Niveau bleibt (ca. 8 mg/L), vermuten wir, dass
die primaren Transformationsprodukte des Metformins nicht wesentlich zu einer
weiteren Ozonzehrung beitragen. Bei den Unstetigkeiten in den gemessenen
Ozonkonzentrationen (Messung 3 und 4) gehen wir von einer fehlerhaften Ozon-
Analytik aus. Diese Messungen sollten als Ausreiler gewertet werden.

6.3.6 Piracetam

600 Ein ahnliches Bild wie Metfor-
| O Piracetam (Einwaage) . . . .
o \/ " ~8~ Pracetan ~1°  min zeigt auch Piracetam. Hier
50040 Ozondosis (berechnet) | ..
Al /AA —A— Ozonkonzentration fanden wir in der ersten Probe
1 —m— Ozonkonzentration (N2) |- 8 .
< 400 ebenfalls einen starken Sub-
S 6 D stanzabbau, der dann Uber die
§ 3007 = restliche Zeit nur langsam fort-
§ 200' "'\0—0\ L4 g schritt (Abb. 40). Es stellt sich
o | hd die Frage nach dem Mecha-
1004 -2 nismus des initialen Abbaus
1 [ und warum sich in den weite-
0 i i i i i B—a _r0 . _
0 10 20 30 40 50 60 70 8o 90 ren 30 mln-, trotz .hoher Ozgn
Zeit / min konzentration, eine deutlich

Abb. 40: Abnahme von Piracetam wahrend der Ozonung langsamere Kinetik anschlief3t.
Fehler in der Einwaage oder in der Analytik kdnnen wir ausschlie3en, da die
Untersuchung der co-Probe nach der Zugabe von Ozon-Starkwasser eine Konzen-
tration von 450 ug/L erwarten lasst (vgl. Tab. 12). Weiterhin sollte — in Anlehnung an
die Ergebnisse aus Tab. 12 — das Ausblasen mit Stickstoff keinen solch grofRen Effekt
haben (bei Piracetam haben wir ca. 5% Stoffverlust gefunden).
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6.3.7 Guanylharnstoff

600_ O Guanylurea (Einwaage) _14 Guanylharnstoff (Guanylurea)
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2wl 2R SRR [ malonsprodukt von Metformin
z A I ’

S a0l "o ° o bau-Versuchen des Projektes

N °\ 6 = ereut besfatig-]en konnten und

(‘D:? 200+ *—o . 8 ebenfalls fir die Ozonung aus-

T I gewahlt haben. Abb. 41 zeigt,

100'_ 2 dass sich Guanylharnstoff mit

0 "—u o Ozon zu einem oder mehreren

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 technischen Transformations-

Zeit/ min produkten umsetzt.

Abb. 41: Abnahme von Guanylharnstoff wahrend der Ozonung

Nach einer Ozonungszeit von 30 min war die Guanylharnstoff-Konzentration auf ca.
40% des Anfangswertes abgefallen. Nach der vollstdndigen Entfernung des Rest-
ozons haben wir einen Restgehalt von ca. 12% der Startkonzentration gefunden. Die
Geschwindigkeit des Stoffabbaus von Guanylharnstoff wahrend der Ozonung ist
vergleichbar mit den Geschwindigkeiten des Abbaus von Piracetam und Metformin.
Inwieweit die beiden Abbaukurven von Metformin und Guanylharnstoff im Hinblick auf
einen analogen Abbaumechanismus Uber gleiche Strukturelemente beider Molekile
interpretierbar sind, bleibt zunachst ungeklart.

6.4 SPE-Anreicherung

6.4.1 Wiederfindung der Testsubstanzen

Die Tab. 13 zeigt die Wiederfindungsquoten von neun Substanzen nach Anwendung
der von uns gewahlten Methodik. Die Ergebnisse zeigen deutliche Probleme auf,
wobei nicht ersichtlich ist, ob es sich um eine schlechte Anreicherung (falsches SPE-
Material) oder um eine nicht quantitative Elution (ungeeignetes Elutionsmittel bzw.
ungunstige Elutionsbedingungen) handelt. Als akzeptabel durfen die Werte von AAA,
FAA, Carbamazepin und Sulfapyridin angesehen werden und bei Sulfamethoxazol
wird immerhin noch Uber ein Flnftel des Stoffeinsatzes wiedergefunden. Die Wieder-
findungsraten von Metformin, Piracetam und Salicylsaure sind hingegen gering, aber
auch unter anderen Anreicherungsbedingungen (SPE-Material, Elutionsmittel) oft
nicht befriedigend.

Im Gegensatz dazu sind fur Ibuprofen Anreicherungsverfahren mit guten Erfolgs-
quoten bekannt. Wahrscheinlich wird unter den hier verwendeten Elutionsbedinungen
der adsorbierte Stoff mit Ethanol nicht eluiert.
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Tab. 13: Wiederfindungsraten von Testsubstanzen mit der ausgewahlten SPE-Anreicherung

Testsubstanz Wiederfindung in %
AAA 80
FAA 79
Carbamazepin 74
Sulfapyridin 53
Sulfamethoxazol 22
Piracetam 3
Salicylsaure 3
Metformin 2
Ibuprofen 2
6.5 Analytik

6.5.1 Analytik moglicher Transformationsprodukte

Die Muttersubstanzen Piracetam und Metformin wurden unter den gewahlten Ozo-
nungsbedingungen nicht vollstandig abgebaut. Sulfapyridin, FAA und AAA hingegen
reagierten schnell mit Ozon. Die Abb. 42 zeigt die Ergebnisse der Full-Scan-
Messungen der ethanolischen Extrakte nach der SPE-Anreicherung.

EtOH FAA

EtOH AAA . . |
- Blank ‘ - A g 0.00

EtOH Met e M/Z130
Metformin

EtOH Sul  EtOH Pir

s Op ! al [gcab:
& .i 5.00
. | 3 i 20.00
¥ 15.00
' \ 5 10.00
I B
| ]
‘ | 5.00
4.0 .4
m_100.00 200.00 300.00 min m 100.00 200.00 300.00 min 100.00 200.00 300.00 min
A
Piracetam Metformin Blank

Abb. 42: Full-Scan-Messungen
Unten: Messungen von Piracetam, Metformin und Blank
Oben: Statistische Auswertung (jeweils drei Messungen pro Probe)
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Die statistische Auswertung (oben links in der Abbildung) bestatigt die Ergebnisse der
LC-MS/MS-Messungen: Nur die Extrakte von Metformin und Piracetam unterschei-
den sich statistisch von der Blindprobe. Bei den Extrakten von Sulfapyridin, FAA und
AAA konnen nur sehr geringe Unterschiede zum 'Blank' festgestellt werden: Die als
Triplikate gemessenen Punkte der jeweiligen Losungen liegen zwar als eigene
Gruppe vor, jedoch sind diese Gruppen nahe im Umfeld des 'Blanks' angesiedelt.
Dies bedeutet, dass in diesem Ethanolextrakt keine nennenswerten Konzentrationen
der Ausgangsverbindung vorliegen (diese wurde mit Ozon umgesetzt) und dass
keine detektierbaren und statistisch auswertbaren Transformationsprodukte Uber
diese Methode gefunden werden kdnnen.

Das Fehlen von Transformationsprodukten kann unterschiedliche Ursachen haben:

® die entstandenen Transformationsprodukte lassen sich nicht an dem ver-
wendeten SPE-Material anreichern

® die Elutionskraft des Ethanols reicht nicht aus, die angereicherten Verbindun-
gen von dem Kartuschenmaterial zu |6sen

® die im Extrakt enthaltenen Transformationsprodukte lassen sich nicht ausrei-
chend ionisieren

® die Polaritat der Transformationsprodukte ist so hoch, dass diese im
Totvolumen eluieren, in dem verstarkt Matrixprobleme auftreten

® die Konzentration der entstehenden Transformationsprodukte liegt unter der
Nachweisgrenze der Full-Scan-Technik

Die statistische Auswertung von Full-Scan-Messungen ist zur Aufklarung
unbekannter neuer Verbindungen gut geeignet, jedoch konnten im Rahmen dieses
Projektes noch keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden.

6.6 Mutagenitatstests

6.6.1 Ames-Test

Die Ergebnisse der Mutagenitatstests nach Ames sind in Tab. 14-Tab. 20 wieder-
gegeben.

Aus Tab. 14 ergibt sich, dass der Kontrollansatz aus dem inharenten Abbautest
erwartungsgemaf keine Mutagenitat zeigt. Durch die Ozonung und Anreicherung von
Trinkwasser (Blindwert) beobachteten wir lediglich im TA98 ohne S9 eine Erhdhung
der Induktionsraten, die jedoch keiner Dosis-Wirkungsbeziehung folgt und in keinem
der drei unabhangigen Experimente den Faktor 2 erreicht. Daraus wurde abgeleitet,
dass die Anreicherungsmethode im Prinzip geeignet ist und keine falsch-positiven
Resultate produziert.
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Tab. 14: Ames-Tests der Blindwert-Ansatze der Ozonung und Anreicherung

TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Rvertanten Rvertanten Rvertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW  RSD% IR(NK) IR(LMK) MW  RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW _ RSD% IR (NK) IR (LMK)
1000 pL 22,8 84 0,92 28,8 19,4 1,02 86,2 14,8 0,96 102,6 88 0,92
Blindwert direkt 670 uL 21,6 15,6 0,87 30,2 13,7 1,07 88,2 11,8 0,98 104,8 6,9 0,94
nach Abbau 444 L 232 17,6 0,94 29,4 10,4 1,04 90,2 10,6 1,00 110,2 11,4 0,99
11.-13.09.2008 PK 2473 52 9,97 1185,0 6,3 42,02 442,0 12,9 4,91 14737 2,6 13,18
NK 248 16,5 1,00 28,2 13,1 1,00 90,0 72 1,00 1118 7.2 1,00
100 pL 19,3 13,0 1,32 20,3 327 0,87 61,0 13,4 0,95 68,0 10,6 1,03
Blindwert 32 uL 26,7 27,1 1,82 23,3 17,8 1,00 65,3 12,56 1,02 71,0 7.3 1,08
Ozonierung 10 pL 22,3 137 1,52 25,3 21,7 1,09 61,7 6,8 0,96 68,7 17,0 1,04
und SPE PK 360,0 25,0 15,00 7373 11,5 26,33 528,0 10,9 7,30 856,0 132 13,59
09.-11.04.2008 NK 24,0 8,3 1,00 1,64 28,0 189 1,00 1,20 72,3 18,0 1,00 1,13 63,0 11,1 1,00 0,95
LMK 100 pL 14,7 15,7 0,61 1,00 23,3 20,3 0,83 1,00 64,0 10,2 0,88 1,00 66,0 24,1 1,05 1,00
100 pL 22 15,4 1,06 24,60 12,1 0,98 83,60 7.5 1,15 85,20 10,2 1,15
Blindwert 50 pL 27,4 18,0 1,32 20,80 227 0,83 81,80 85 1,12 84,40 83 1,14
Ozonierung 25 L 24,6 214 1,18 22,80 288 0,91 82,00 93 1,12 81,60 94 1,10
und SPE PK 216 9,4 9,91 632,67 7,2 29,56 402,00 57 4,60 891,33 10,5 9,90
04.-06.06.2008 NK 21,8 16,3 1,00 1,05 21,40 25,3 1,00 0,86 87,40 6,7 1,00 1,20 90,00 57 1,00 1,21
LMK 100 pl{ 20,8 17,5 0,95 1,00 25,00 28,3 1,17 1,00 73,00 7,6 0,84 1,00 74,20 6,0 0,82 1,00
100 pL 24,2 13,2 1,05 24,2 16,4 1,22 93,6 58 1,17 92,0 4,0 117
Blindwert 67 uL 20,2 4,1 0,88 23,8 18,6 1,20 91,0 6,4 1,14 86,4 57 1,10
Ozonierung 44 L 21,2 18,7 0,92 21,0 16,1 1,06 98,2 15,7 1,23 98,2 83 1,25
und SPE PK 309,7 89 11,38 1173,0 6,4 64,45 328,0 7,6 3,40 1453,3 3,6 16,98
19.-21.08.2008 NK 27,2 13,6 1,00 1,18 18,2 18,0 1,00 0,92 96,4 71 1,00 1,21 85,6 28 1,00 1,09
LMK 100 pl| 23,0 10,6 0,85 1,00 19,8 26,6 1,09 1,00 79,8 11,7 0,83 1,00 78,6 11,6 0,92 1,00
100 pL 21,6 14,5 1,24 30,2 6,8 1,19 91,4 7.9 1,08 99,8 4,9 1,10
Blindwert 67 uL 20,6 19,0 1,18 21,8 11,9 0,86 88,8 12,7 1,05 99,2 7,5 1,09
Ozonierung 44 L 21,0 18,1 1,21 27,0 59 1,06 87,0 14,4 1,03 92,4 12,8 1,02
und SPE PK 210,3 4,2 11,95 565,0 3,8 19,89 2517 9,8 2,57 1022,3 4,5 10,45
20.-22.11.2008 NK 17,6 3,1 1,00 1,01 28,4 12,6 1,00 1,12 98,0 77 1,00 1,16 97,8 104 1,00 1,08
LMK 100 yl| 17,4 31 0,99 1,00 25,4 11,3 0,89 1,00 84,6 9.1 0,86 1,00 90,8 12,0 0,93 1,00

MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung, [R: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser), LMK: Losemittelkontrolle (DMSO), PK: Positivkontrolle

Weder Acetylaminoantipyrin (AAA) noch Formylaminoantipyrin (FAA) zeigten nach
Durchfihrung des inharenten Abbautests und nach Ozonung der Muttersubstanz
bzw. der Abbaul6sung eine mutagene Wirkung (Tab. 15 und Tab. 16).

Tab. 15: Ames-Tests von 4-N-Acetylaminoantipyrin-Ansatzen mit und ohne Ozonung

TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW  RSD% IR(NK) IR(LMK)[ MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW  RSD% IR (NK) IR (LMK)
1000 pL 27,0 87 1,09 27,4 15,6 0,97 89,4 11,4 0,99 98,4 11,6 0,88
AAA 50 mg/L TOC 670 L 25,8 12,1 1,04 29,8 8,0 1,06 91,4 77 1,02 96,4 6,1 0,86
direkt nach Abbau 444 L 26,8 85 1,08 31,6 16,7 1,12 83,8 6,7 0,93 102,2 6,9 0,91
11.-13.09.2008 PK 2473 52 9,97 1185,0 6.3 42,02 442,0 12,9 4,91 1473,7 2,6 13,18
NK 24,8 16,5 1,00 28,2 13,1 1,00 90,0 7.2 1,00 111,8 7.2 1,00
100 pL 25,4 325 1,22 27,0 15,3 1,08 79,6 34 1,09 79,0 4,3 1,06
AAA 0,5 mg/L 50 pL 22,0 23,0 1,06 24,2 233 0,97 834 9,5 1,14 83,4 48 1,12
nach 6zonierung 25 L 20,2 18,0 0,97 21,2 23,7 0,85 84,6 58 1,16 83,0 6,9 1,12
04.-06.06.2008 PK 216,0 9,4 9,91 632,7 7.2 29,56 402,0 57 4,60 891,3 10,5 9,90
NK 21,8 16,3 1,00 1,05 21,4 25,3 1,00 0,86 87,4 67 1,00 1,20 90,0 57 1,00 1,21
LMK 100 uL | 20,8 17,5 0,95 1,00 25,0 28,3 1,17 1,00 73,0 7.6 0,84 1,00 74,2 6.0 0,82 1,00
100 pL 27,0 13,1 1,17 20,6 234 1,04 90,0 10,4 1,13 90,8 10,3 1,16
AAA 0,5 mg/L TOC 67 uL 28,4 12,8 1,23 25,0 89 1,26 85,6 64 1,07 80,0 54 1,02
Ozonierung 44 L 23,2 14,7 1,01 24,8 18,1 1,25 97,4 9,3 1,22 98,4 15,5 1,25
nach Abbau PK 309,7 8.9 11,38 1173,0 64 64,45 328,0 7,6 3,40 1453,3 3,6 16,98
19.-21.08.2008 NK 27,2 13,6 1,00 1,18 18,2 18,0 1,00 0,92 96,4 7.1 1,00 1,21 85,6 28 1,00 1,09
LMK 100 uL | 23,0 10,6 0,85 1,00 19,8 26,6 1,09 1,00 79,8 11,7 0,83 1,00 78,6 11,6 0,92 1,00
MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung, IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser), LMK: Losemittelkontrolle (DMSO), PK: Positivkontrolle
Tab. 16: Ames-Tests von 4-N-Formylaminoantipyrin-Ansatzen mit und ohne Ozonung
TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW RSD% IR(NK) IR(LMK)} MW  RSD% IR(NK) IR (LMK)
FAA 50 mg/L 1000 pL 28,2 19,0 1,14 29,4 82 102,6 10,2 115,8 7.4 1,04
TOC 670 pL 27,4 133 1,10 28,8 12,4 1,02 95,2 10,9 1,06 89,2 81 0,80
direkt nach Abbau 444 L 31,2 10,2 1,26 27,4 10,5 0,97 89,4 13,8 0,99 106,0 84 0,95
11.13.09.2008 PK 2473 52 9,97 1185,0 6,3 42,02 442,0 12,9 4,91 14737 2,6 13,18
NK 24,8 16,5 1,00 28,2 13,1 1,00 90,0 72 1,00 1118 7,2 1,00
100 pL 25,0 26,7 1,20 23,8 12,7 0,95 81,0 4,9 1,11 83,8 10,9 1,13
FAA 0,5 mg/L 50 pL 26,6 112 1,28 | 212 234 085 | 812 64 111 | saa 85 112
nach C’)zonierung 25 L 22,0 133 1,06 23,0 222 0,92 83,8 9,9 1,15 94,0 7.4 1,27
04.-06.06.2008 PK 216,0 9.4 9,91 632,7 72 29,56 402,0 57 4,60 891,3 10,5 9,90
NK 21,8 16,3 1,00 1,05 21,4 25,3 1,00 0,86 87,4 67 1,00 1,20 90,0 57 1,00 1,21
LMK 100 pL 20,8 175 0,95 1,00 25,0 28,3 1,17 1,00 73,0 7,6 0,84 1,00 74,2 6.0 0,82 1,00
100 pL 28,0 20,0 1,22 19,8 20,6 1,00 87,2 55 1,09 83,2 11,7 1,06
zﬁsﬂgi:}gm Toc 44 L 26,0 20,9 1,13 20,6 21,0 1,04 85,2 6,3 1,07 86,4 7.9 1,10
nach Abbau PK 309,7 89 11,38 1173,0 6,4 64,45 328,0 7,6 3,40 1453,3 3,6 16,98
19.-21.08.2008 NK 27,2 13,6 1,00 1,18 18,2 18,0 1,00 0,92 96,4 7.1 1,00 1,21 85,6 28 1,00 1,09
LMK 100 pL 23,0 10,6 0,85 1,00 19,8 26,6 1,09 1,00 79.8 11,7 0,83 1,00 78,6 11,6 0,92 1,00

MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung, IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser), LMK: Lésemittelkontrolle (DMSO), PK: Positivkontrolle
Ozonierung nach Abbau: 67 pL pro Platte konnte nicht getestet werden, da zu wenig Probe vorhanden war.
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Sulfapyridin war nach Durchfuhrung des inharenten Abbautests und nach Ozonung
und Anreicherung der Abbaulésung nicht mutagen. In mehreren unabhangigen Ver-
suchen wurden nach den Ozonungen der Muttersubstanz widerspruchliche Ergeb-
nisse erzielt.

In einem ersten Experiment war die Induktionsrate im TA 98 ohne S9 deutlich erhoht,
jedoch ohne einen Faktor von zwei zu erreichen. Im Wiederholungsexperiment
konnte dieser Befund nicht reproduziert werden. Es ergab sich aber noch immer eine
leichte Erhéhung (IR =1,4). Daraufhin haben wir die Ausgangskonzentration
verdoppelt, 10 Liter unter identischen Bedingungen ozont, angereichert und in 5 mL
DMSO aufgenommen. Wiederum beobachteten wir lediglich eine IR von 1,3 im TA 98
ohne S9.

In einem weiteren Experiment wurde eine 10fach hdéhere Menge (10 mg/L) der
Ozonung zugefuhrt und hierbei im TA 98 und TA 100 eine eindeutige mutagene
Wirkung bestimmt. Das letzte Experiment zeigte allerdings ein ahnliches stammspe-
zifisches Muster der Induktionsraten wie das des parallel mitbehandelten und
getesteten Guanylharnstoffes (Tab. 17).

Im letzten unabhangigen Versuch nach Ozonung von 10 mg/L Sulfapyridin wurde
dieses Ergebnis nicht bestatigt. Von daher muss der Versuch vom 16.—18.10.2008
insgesamt in Frage gestellt werden. Es wird vermutet, dass bei der Aufkonzentrierung
Pyrolyseprodukte entstanden sind, die fir die Mutagenitat verantwortlich sind. Leider
wurde in dieser Versuchsserie aus Kapazitatsgrinden keine Negativkontrolle durch
die Ozonung und Anreicherung mitgefuhrt, so dass diese Vermutung nicht verifiziert
werden kann.

Der eindeutig positive Befund des Experiments vom 16.-18.10.2008 wird daher
nicht gewertet.

Die experimentellen Daten werden dennoch dokumentiert, da sie auf die Problematik
der moglichen Bildung von Artefakten bei der Durchfuhrung von Mutagenitatstests mit
angereicherten Proben hinweisen. Es bleiben jedoch die auch durch andere
Versuche mit ozontem Sulfayridin begriindeten Verdachtsmomente.
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Tab. 17: Ames-Tests von Sulfapyridin-Ansatzen mit und ohne Ozonung

71

TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| Mw  RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW _ RSD% IR(NK) IR(LMK)} Mw  RSD% IR (NK) IR (LMK)
Sulfapyridin 7000 L 258 154 1,04 314 207 1,11 91,0 70,2 7,01 938 7.3 084
20 Mol TOG 670 L 22,4 157 090 37,4 317 1,33 96,8 147 108 1120 149 1,00
ek pbbau 444 pL 224 250 0,90 32,6 186 1,16 82,0 163 091 1008 7.3 0,90
182000 2008 PK 2473 52 997 11850 63 4202 4420 129 491 14737 26 1318
NK 24,8 165 1,00 28,2 131 1,00 90,0 7.2 1,00 111,8 72 1,00
" 100 pL 2433 14,43 177 | 1667 1510 700 | 9767 388 098 | 8433 298 1,07
f:'cf:‘g;f;?e?ig‘g”‘ PK 20467 939 963 92000 1851 5183 25033 746 383 112133 1597 16,80
214,08 2008 NK 2125 2672 100 15 | 1775 962 100 106 | 6775 756 100 068 | 6675 717 100 085
LMK100pL | 1375 1097 065 1,00 | 1675 896 094 1,00 | 9975 963 1,47 1,00 | 7850 1342 1,18 1,00
700 pL 288 12,9 129 | 268 145 114 | 866 66 1,00 | 1000 89 113
Sufapyridin 05 mglL |67 L 254 213 113 | 254 164 108 | 948 10,5 110 | 1022 82 1,15
nach Ozoniermng 44 uL 230 12,7 1,03 | 248 11,2 1,05 | 898 14,2 104 | 934 11,0 1,06
300 2008 PK 1297 29 487 6353 212 2482 2213 55 263 790,0 49 9,52
NK 26,6 12,1 100 119 | 256 81 100 1,08 | 842 97 100 097 | 830 119 100 093
LMK 100 L | 22,4 147 084 100 | 236 166 092 100 | 864 67 1,08 1,00 | 888 108 1,07 1,00
700 oL 234 123 104 | 310 97 131 | 896 13,3 104 | 850 12,4 0,96
Sulfapyridin 1 gl 67 uL 22,6 111 101 | 242 122 1,03 | 904 72 105 | 988 69 1,11
nach Ozonierung 44 uL 23,0 137 1,08 | 252 12,4 1,07 | 918 9,9 106 | 882 10,3 0,99
113,09 2008 PK 1297 29 4,87 6353 212 24,82 2213 55 263 790,0 49 9,52
NK 26,6 12,1 100 119 | 256 81 100 108 | 842 97 100 097 | 830 119 100 093
LMK 100 pL | 22,4 147 084 100 | 236 166 092 100 | 864 67 1,08 1,00 | 888 108 1,07 1,00
100 pL 1020 122 286 | 99,2 80 235 | 1730 89 197 | 1526 86 1,99
Sulfapyricin 5 mg/L 67 uL 514 47 245 | 696 12,9 305 | 1244 51 142 | 1422 36 1,85
nach Ozoniorng 44 uL 46,8 135 223 | 464 14,9 204 | 1144 39 130 | 1114 69 1,45
1615102008 5 PK 1370 102 493 7413 70 2610 2410 135 280 10743 44 1090
NK 278 260 100 132 | 284 187 100 125 | 860 12,6 100 098 | 986 108 100 128
LMK 100 uL | 21,0 17 076 100 | 228 1,4 080 100 | 878 12,1 1,02 1,00 | 768 133 078 1,00
700 pL 25,6 71,6 147 | 328 75,9 129 | 918 94 109 | 9.8 10,9 1,07
Sulfapyridin 5 mg/L 67 uL 20,6 16,3 118 | 238 15,6 094 | 862 80 102 | 920 81 1,01
nach Ozonierung 44 uL 195 89 112 | 274 203 1,08 | 894 10,7 1,06 | 1018 85 1,12
20.-22.11.2008 PK 210,3 42 1195 565,0 38 19,89 2517 98 2,57 10223 45 1045
Wiederholungsexperiment [NK 17,6 31 1,00 1,01 28,4 12,6 1,00 1,12 98,0 7,7 1,00 1,16 97,8 10,4 1,00 1,08
LMK 100 L | 174 3.1 099 100 | 254 113 089 100 | 846 9,1 08 100 | 908 120 093 1,00
Sulfapyridin 700 pL 234 204 102 | 16.2 7,1 082 | 834 25 105 | 8038 11,9 1,03
0.5 mol TOG 67 uL 228 159 099 | 200 14,6 1,01 | 798 65 100 | 716 7.8 091
Orontarung 44 0L 212 13,9 092 | 234 137 118 | 784 9,0 098 | 762 97 097
i PK 309,7 89 11,38 11730 64 6445 328,0 7.6 340 14533 36 16,98
To21.08 2008 NK 272 136 1,00 118 | 182 180 1,00 092 | 964 71 1,00 121 | 856 28 1,00 1,09
LMK 100 uL | 23,0 106 085 100 | 198 266 109 100 | 798 117 083 100 | 786 11,6 092 1,00

MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung,

IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser),

LMK: Lésemittelkontrolle (DMSO),

PK: Positivkontrolle

*) Die im Versuch vom 16.-18.10. untersuchten Proben wurden vermutlich bei der Aufkonzentrierung z.B. durch Pyrolyseprodukte verunreinigt. Der positive Befund wurde im Wiederholungsexperiment nicht b
Dieser Versuch wird daher nicht gewertet.

Metformin und Piracetam waren in keinem der durchgeflihrten Ames-Tests mutagen
(Tab. 18 und Tab. 19).

Tab. 18: Ames-Tests von Metformin-Ansatzen mit und ohne Ozonung

TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| Mw  RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW _ RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW  RSD% IR (NK) IR (LMK)
. 1000 pL 29,0 19,4 1,17 25,4 18,6 0,90 92,2 13,9 1,02 90,0 5,0 0,81
¥gté°'m'” 50 mg/L 670 L 232 98 0,94 258 15,8 0,91 87,6 11,8 0,97 101,4 12,7 0,91
direkt nach Abbau 444 pL 29,2 22,6 1,18 31,4 16,6 1,11 100,4 75 1,12 100,4 10,3 0,90
11.-13.09.2008 PK 2473 52 9,97 1185,0 6,3 42,02 442,0 12,9 4,91 14737 2,6 13,18
NK 24,8 16,5 1,00 28,2 13,1 1,00 90,0 7.2 1,00 1118 7.2 1,00
Metformim 0,5 mg/L 100 pL 14,67 7,87 1,07 14,67 27,56 0,88 86,33 8,77 0,87 67,33 2,27 0,86
nach Ozonierung PK 204,67 9,39 9,63 920,00 18,51 51,83 259,33 7,46 3,83 1121,33 15,97 16,80
12.-14.08.2008 NK 21,25 26,72 1,00 1,55 17,75 9,62 1,00 1,06 67,75 7,56 1,00 0,68 66,75 7,17 1,00 0,85
LMK 100 uL | 13,75 10,91 0,65 1,00 16,75 8,96 0,94 1,00 99,75 9,63 1.47 1,00 78,50 13,42 1,18 1,00
100 pL 20,8 11,5 0,93 27,0 10,8 1,14 105,0 10,1 1,22 103,6 6,0 1,17
" 67 uL 24,8 24,1 1,11 29,8 7.7 1,26 82,6 9,9 0,96 97,0 17,4 1,09
nMaitrggg‘n?e'fuTg"‘ 44 L 27,0 18,5 121 | 266 145 113 | 77.8 o1 090 | 894 14,3 1,01
11.-13.09.2008 PK 129,7 29 4,87 579 635,3 21,2 24,82 26,92 2213 55 2,63 2,56 790,0 4,9 9,52 8,90
NK 26,6 12,1 1,00 1,19 25,6 8,1 1,00 1,08 84,2 9.7 1,00 0,97 83,0 11,9 1,00 0,93
LMK100puL | 224 14,7 0,84 1,00 23,6 16,6 0,92 1,00 86,4 6.7 1,03 1,00 88,8 10.8 1,07 1,00
Metformin 100 pL 18,8 13,8 0,82 17,2 26,8 0,87 86,2 4,2 1,08 84,8 9,1 1,08
0,5 mg/L TOC 67 pL 28,0 11,3 1,22 22,2 20,0 1,12 83,6 82 1,05 73,6 6,8 0,94
dzonierung 44 uL 21,4 26,1 0,93 21,8 20,4 1,10 88,0 9.8 1,10 82,4 8,6 1,05
nach Abbau PK 309,7 89 11,38 1173,0 6,4 64,45 328,0 7,6 3,40 1453,3 3,6 16,98
19.-21.08.2008 NK 27,2 13,6 1,00 1,18 18,2 18,0 1,00 0,92 96,4 7,1 1,00 1,21 85,6 2,8 1,00 1,09
LMK 100 puL | 23,0 10,6 0,85 1,00 19,8 26,6 1,09 1,00 79,8 11,7 0,83 1,00 78,6 11,6 0,92 1,00
MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung, IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser), LMK: Lésemittelkontrolle (DMSO), PK: Positivkontrolle
Tab. 19: Ames-Tests von Piracetam-Ansatzen nach Ozonung
TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9
Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW RSD% IR(NK) IR(LMK)| MW  RSD % IR(NK) IR(LMK)| MW _ RSD % IR (NK) IR (LMK)
100 pL 25,2 12,4 1,21 20,6 88 0,82 85,4 4,2 1,17 82,8 9,0 1,12
Piracetam 0,5 mgl 50 L 19,8 15,7 0,95 24,8 12,9 0,99 85,2 9,3 1,17 87,6 72 1,18
nach Ozoniérung 25 uL 178 12,2 0,86 20,4 14,9 0,82 83,6 4,8 1,15 85,2 10,2 1,15
04.-06.06.2008 PK 216,0 9,4 9,91 632,7 7.2 29,56 402,0 57 4,60 891,3 10,5 9,90
NK 21,8 16,3 1,00 1,06 21,4 253 1,00 0,86 87,4 6,7 1,00 1,20 90,0 57 1,00 1,21
LMK 100 pL | 20,8 17,5 0,95 1,00 25,0 28,3 1,17 1,00 73,0 7,6 0,84 1,00 74,2 6.0 0,82 1,00

MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung,

IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser),

LMK: Lésemittelkontrolle (DMSO),

PK: Positivkontrolle
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Guanylharnstoff zeigte nach Ozonung und Anreicherung im TA 98 und TA 100 eine
eindeutige mutagene Wirkung (Tab. 20). Allerdings wurde ein ahnliches stammspe-
zifisches Muster der Induktionsraten wie beim parallel mitbehandelten und getesteten
Sulfapyridin beobachtet, das sich im Wiederholungsexperiment als nicht mutagen
erwies (vgl. Tab. 17).

Der Ansatz mit Guanylharnstoff wird daher ebenfalls nicht gewertet.

Eine unabhangige Wiederholung des Experiments (Ozonung/Anreicherung/Ames-
Test) konnte im Rahmen des Projektzeitraums leider nicht mehr durchgefihrt
werden.

Tab. 20: Ames-Tests von Guanylharnstoff-Ansatzen nach Ozonung

TA98 ohne S9 TA98 mit S9 TA100 ohne S9 TA100 mit S9

Revertanten Revertanten Revertanten Revertanten
MW RSD[%] IR(NK) IR(LMK)| MW RSD[%] IR(NK) IR(LMK)| MW RSD[%] IR(NK) IR(LMK) MW  RSD[%] IR (NK) IR (LMK)
1,90 1,82

100 pL 99,2 7.6 4,72 88,4 89 3,88 166,4 58 139,8 9,3
Guanylharnstoff 0,5 67 pL 46,8 55 2,23 49,2 7,2 2,16 114,8 4,4 1,31 112,0 4,7 1,46
mg/L 44 L 39,8 12,7 1,90 26,6 15,6 1,17 102,8 12,6 117 101,4 13,6 1,32
nach Ozonierung PK 137,0 10,2 4,93 6,52 7413 7.0 26,10 32,51 | 241,0 13,5 2,80 2,74 1074,3 4,4 10,90 13,99
11.-13.09.2008 NK 27,8 26,0 1,00 1,32 28,4 18,7 1,00 1,25 86,0 12,6 1,00 0,98 98,6 10,8 1,00 1,28
LMK 100 yL | 21,0 11,7 0,76 1,00 22,8 11,4 0,80 1,00 87,8 12,1 1,02 1,00 76,8 13,3 0,78 1,00

MW: Mittelwert, RSD: Rel. Standardabweichung, IR: Induktionsrate, NK: Negativkontrolle (Wasser), LMK: Lésemittelkontrolle (DMSO), PK: Positivkontrolle

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Koppelung von Ozonung und
nachfolgender Anreicherung sehr komplex ist.

In den mitgefuhrten Blindwerten (Trinkwasser) beobachteten wir in einem von drei
Experimenten in einem Stamm bereits eine deutliche Erhéhung der Induktionsrate.
Nach der Ozonung und Anreicherung der Testsubstanzen unter Standardbedingun-
gen (0,5 mg/L Ausgangskonzentration) ergab sich lediglich bei Sulfapyridin eine
leichte Erhdhung der Induktionsrate, die in derselben GroRenordnung lag wie die des
Blindwertes.

Die in einem Experiment ermittelten positiven Befunde mit Sulfapyridin und
Guanylharnstoff sind vermutlich auf Artefakte bei der Anreicherung zurtickzufihren
und konnten in einem Wiederholungsexperiment fur Sulfapyridin nicht bestatigt
werden. Es bleibt allerdings ein gewisser Anfangsverdacht fur die bei der Ozonung
von Sulfapyridin entstehenden Transformationsprodukte.

6.6.2 umu-Test

Die folgenden Tab. 21-Tab. 24 zeigen die Ergebnisse des umu-Tests, der lediglich
fur Sulfapyridin und seine Abbau-Ansatze zur Abklarung der Ergebnisse aus den
Ames-Tests durchgeflhrt wurde (s.0.).
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Tab. 21: Sulfapyridin 0,5 mg/L nach Ozonung und Anreicherung in DMSO
Test vom 30.09.2008, (Abkulrzungen siehe Legende unter Tab. 24)

Tab. 22: Sulfapyridin 1,0 mg/L nach Ozonung und Anreicherung in DMSO
Test vom 30.09.2008, (Abklrzungen siehe Legende unter Tab. 24)

Tab. 23: Sulfapyridin nach Abbau im Zahn-Wellens-Test, Ozonung und Anreicherung in DMSO
Test vom 30.09.2008, (Abklrzungen siehe Legende unter Tab. 24)

Tab. 24: Sulfapyridin 5 mg/L nach Ozonung und Anreicherung in DMSO [10fach]
Test vom 22.10.2008

WF: Wachstumsfaktor muss > 0,5 sein, sonst toxische Wirkung
IR: Induktionsrate, wird bei =1,3 bzw. 1,5 als gentoxisch gewertet
PK:  Positivkontrolle mit S9: 2-Aminoanthracen 0,2 ug/mL bzw. ohne S9: 4-Nitroquinolinoxid 0,05 ug/mL

Zusammenfassend ist festzustellen, dass ohne S9 in allen Testansatzen erhdhte
Induktionsraten bestimmt wurden, die auf einen gentoxischen Effekt hinweisen. Die
Ergebnisse folgen aber keiner strikten Dosis-Wirkungs-Beziehung. Mit S9 beobach-
teten wir ebenfalls erhdhte Induktionsraten, die allerdings unter 1,5 blieben. In dem
unabhangigen Wiederholungsexperiment mit 10fach erhdhter Sulfapyridinkonzentra-
tion bei der Ozonung wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt, wobei diese Probe im
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Ames-Test zwar eindeutig positiv war, dies aber auf Artefakte bei der Anreicherung
zuruckgeflihrt wurde (siehe Kapitel 6.6.1). Die Wachstumsraten sind gegenuber der
zusatzlich mitgefuhrten Kontrolle (Wasser) etwas vermindert, was auf eine schwache
Bakterientoxizitat der Proben hinweist. Es ist davon auszugehen, dass ein gentoxi-
scher Effekt durch Transformationsprodukte des ozonten Sulfapyridins induziert wird,
wobei die Konzentrationsabhangigkeit nicht deutlich hervortritt.

7 Bewertung der Ergebnisse (Phase Ill)

7.1 Stoffauswahl

Das von uns durchgefuhrte Auswahlverfahren basiert auf einer Mengenbilanzierung,
Arzneimittelinformationen zu Pharmakokinetik und Toxikologie, QSAR-Daten sowie
sonstigen Literaturangaben. Es flUhrte zu Arzneimittel-Metaboliten, die — unabhangig
von den hier beschriebenen Uberlegungen — bereits im Wasserkreislauf nachge-
wiesen wurden (siehe Stoffdossiers von Metamizol, S. 140, und Sulfasalazin, S. 171).
Teilweise sind weitere Umweltnachweise einiger von uns ausgewahlten Metaboliten
erst nach unserer Stoffauswahl publiziert worden (s.u.). Dadurch wird bestatigt, dass
die beschriebene Vorgehensweise geeignet ist, potenziell problematische Metabolite
zu identifizieren.

Ebenso wird durch die Literatur bestatigt, dass eine eindeutige Nomenklatur (Kapitel
3.1.1 und 4.1) und Bezeichnung (z.B. INN-Name oder CAS-Nr.) erforderlich ist, um
Missverstandnisse zu vermeiden. So wurden die Metabolite FAA und AAA bereits in
Berliner Oberflachenwasser nachgewiesen — im Bereich von <1 pg/L — und dem nun
nicht mehr zugelassenen Wirkstoff Dimethylaminophenazon (DMAA) zugeordnet. Es
wurde eine Abreicherung durch Filtration von bis zu >90% festgestellt [262]. Eine
neuere Untersuchung bestatigte, ebenfalls in Berlin, den aeroben Abbau beider
Metabolite bei der Uferfiltration und im Labor, eventuelle Transformationsprodukte
wurden nicht untersucht — erneut sind hier FAA und AAA nur als DMAA-Metabolite
beschrieben und nicht als Metabolite auch von Metamizol [263]. Dieser Metabolismus
war anderweitig bereits publiziert worden, mit Nachweisen in der Elbe (FAA auch in
der Saale), und in einem Konzentrationsbereich von ebenfalls <1 pg/L [96]. In den
beiden erstgenannten Publikationen kommt erschwerend hinzu, dass "Dimethyl-
aminophenazon" keine INN-Bezeichnung ist und die Substanz unter diesem Namen
in den gangigen Arzneimittelverzeichnissen gar nicht auftaucht, auch nicht als Syno-
nym. Bei Dimethylaminophenazon handelt es sich um den Wirkstoff Aminophenazon
(CAS-Nr. 58-15-1).

Ein aktueller Bericht aus Bayern [115] wahlte ebenfalls FAA und AAA fir Wasserana-
lysen aus, allerdings werden in dieser Darstellung Wirkstoffe und Metabolite ohne
Differenzierung gemeinsam aufgefiihrt und die Muttersubstanzen der Metaboliten
werden nicht die genannt. In der Untersuchung wurden im Klaranlagenablauf FAA-
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Konzentrationen von maximal 1,6 pg/L (Median 0,7 pg/L) und AAA-Konzentrationen
von maximal 4 pug/L (Median 1,9 pyg/L) gefunden. Im Oberflachengewasser (Donau)
betrugen die Konzentrationen noch maximal 0,04 ug/L (Median 0,03 pg/L) fur FAA
und maximal 0,17 pg/L (Median 0,09 ug/L). Der Autor ist an einer laufenden Bayeri-
schen Studie zum Vorkommen von Arzneimitteln und Metaboliten in Gewassern
beteiligt [11].

7.2 Einsatz von QSAR fur die Stoffbewertung

Die Nutzung von QSAR fir die Bewertung von Stoffen, die im Roh- oder Trinkwasser
vorkommen, ist naheliegend, denn die Kenntnisse Uber chemische Stoffe, ihr Verhal-
ten in der Umwelt und ihre Bedeutung fur die Trinkwassergewinnung sind generell
nur sehr lickenhaft (Abb. 43). Fur Transformationsprodukte liegen solche Kenntnisse
im Allgemeinen gar nicht vor. Zum einen liegt dies daran, dass ihre chemische
Struktur erst aufwandig bestimmt werden muss. Zum anderen sind sie meist nicht in
den erforderlichen Mengen (wenn Uberhaupt) kauflich erhaltlich, um die nétigen
weitergehenden experimentellen und zudem sehr teuren Untersuchungen durchfuh-
ren zu konnen. Auftragssynthesen sind ebenfalls sehr teuer. Hinzu kommt, dass es
sich um eine nahezu unlibersehbare Vielfalt chemischer Stoffe handelt.

Oral akute Toxizitat

Akute Toxizitét Fisch

Karzino genitét

Persistenz in Wasser

Entwicklung stoxizitat ] Persistenz

Il Bicakkumulation
B Toxizitit

Bioakkumulation

Reproduktionstoxizit at

Persistenz in Béden |

Chronische Fischtoxizitat #
I I
0 10 2

Abb. 43: Verfugbarkeit von Stoffdaten in den IUCLID-Datensatzen

0 30 40 50 60 70 80 20
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Die Abb. 43 zeigt, fiir welchen Prozentsatz der im IUCLID-Datenformat®* (Internatio-
nal Uniform Chemical Information Database) erfassten Stoffe die jeweils aufgefihrten
Informationen (PBT-Kriterien) vorhanden sind. Insgesamt zeigen sich hier deutliche
Ldcken. Aussagen zu den Endpunkten eines Parameters, zu Testvarianten und der
Datenqualitat sind in IUCLID nicht verfigbar und nur zu rund 3000 der insgesamt
rund 100.000 in der EU gehandelten Chemikalien?® sind iiberhaupt Daten vorhanden.
Fur chemische Stoffe, fur die keine IUCLID-Datensatze vorliegen, ist die Datenlage
wahrscheinlich noch schlechter [5].

Die bisherigen Kenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

® augenscheinlich strukturell sehr ahnliche Molekule konnen sich in der Realitat
sehr unterschiedlich verhalten [71]

® es sind Regeln zur Vorhersage von Transformationsprodukten und deren
Eigenschaften ableitbar, aber in ihrer einfachen Form nicht ausreichend!

® Daten flr die Priorisierung von Stoffen und deren Bewertung fehlen!

® die Vielfalt der Stoffe und ihr diffuser Eintrag in den aquatischen Nutzungs-
kreislauf fuhren zu einem grofen Daten- und Informationsbedarf

Zur Bewertung von trinkwasserrelevanten Stoffen mit unzureichender Datenlage wird
der gesundheitliche Orientierungswert (GOW) herangezogen. Fehlen experimentelle
Daten, so gibt das Umweltbundesamt zur Bewertung nicht gentoxischer Stoffe im
Trinkwasser oberhalb des GOW den Hinweis: "Ersatzweise wird die Einstufung der
Kontaminante im Gesamtbereich >0,1 ug/l bis <3 ug/l dann empfohlen, wenn wissen-
schaftlich entsprechend belastbare Erwartungsaussagen zur Beziehung zwischen
Struktur und biochemisch-toxikologischem Potential der Kontaminante vorliegen
(,Struktur-/Aktivitdtsbeziehung®)". [128].

In Anbetracht der zum Teil komplexen chemischen Struktur von neuerdings auf
Interesse stoRenden Kontaminanten wie Arzneimittel und ihren Transformationspro-
dukten reichen jedoch rein qualitatives und intuitives Expertenwissen oft nicht fir eine
erste, orientierende Bewertung aus. Quantitative Struktur-Eigenschafts-Beziehungen
(Quantitative Structure-Property Relationships, QSPR) oder im Hinblick auf eine bio-
logische Wirkung: Quantitative Struktur-Aktivitats Beziehungen (Quantitative Struc-
ture-Activity Relationships, QSAR) bieten sich hier an (siehe z.B. www.edc-com.eu)
wie sie auch im Rahmen von REACH?[45] immer mehr an Bedeutung gewinnen.

Solche Methoden eignen sich dafur, wie in diesem Vorhaben gezeigt, aus einer
grol3en und vielfaltigen Grundmenge gezielt eine Stoffauswahl nach zuvor festgeleg-
ten Kriterien vorzunehmen. Generelle SchlUsseleigenschaften sind: Persistenz,

2% in IUCLID werden Stoffdaten der europaischen Chemie-Industrie gemaf der Verordnung des Rates (EWG)
793/93 zur Bewertung und Kontrolle der Umweltrisiken chemischer Altstoffe gesammelt (IUCLID 4 umfasste
2006 etwa 10.500 Datensatze zu Altstoffen, derzeitige — Marz 2009 — ist IUCLID 5, http://iuclid.eu/)

%% diese werden im EINECS-Verzeichnis gefihrt (European Inventory of Existing Commercial chemical
Substances), Suchfunktion bei ESIS unter http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/index.php?PGM=ein

2 Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals
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Daten zur Mobilitdt im aquatischen Nutzungskreislauf wie z.B. Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient, biologische Abbaubarkeit und Sorption, Verhalten in der Trink-
wasseraufbereitung (Sorption, Ozonung) und einige wenige orientierende toxikologi-
sche Eigenschaften wie z.B. Gentoxizitat/Mutagenitat.

Sollte sich dann weiterer Bedarf, z.B. fur die Abschatzung der humantoxikologischen
Wirkung, ergeben, so konnen neben QSAR weitere Computer-basierte Methoden,
wie z.B. Docking-Methoden, in Betracht gezogen werden. Gleiches gilt fur das Aus-
breitungsverhalten (z.B. EUSES?’). Wie in REACH kann auch das "In-Silico-Across-
Reading" von Interesse sein und es konnen durch regelbasierte Expertensysteme
auch Metabolite und zu erwartende Transformationsprodukte vorhergesagt werden,
die dann mittels der zuvor genannten Methoden einer ersten, orientierenden Bewer-
tung unterzogen werden kénnen.

In Tab. 25 sind die Ergebnisse einer solchen Vorgehensweise flr das im Vorhaben
untersuchte Transformationsprodukt Guanylharnstoff (siehe S. 144) und ein ebenfalls
in Kldranlagen entstehendes, abbaustabiles Transformationsprodukt®® des Kalzium-
kanalblockers Verapamil (siehe S. 180ff) dargestellt [123].

Tab. 25: QSAR-Prognose (Multicase) von abbaustabilen Biotransformationsprodukten

Metformin-TP

(Guanylharnstoff)

NH, o

J ‘ -1,44 67,5 1181
H2 N s N . NH )
Verapamil-TP _ n _
(nicht naher bezeichnet)

unknown* moderate*
T CN-C-c= cH=cH-c=
o . 254 864 941 CN-C-CH-
g | - (B) 69 % probability
~p deactivating*
CH2-C-c=cH

(A) keine Sorption an Aktivkohle vorhergesagt
(B) Sorption an Aktivkohle wahrscheinlich

* in den Strukturelementen bedeuten groRe Kohlenstoffsymbole (C) eine aliphatische Bindung und kleine
Kohlenstoffsymbole (c) eine aromatische

Die Ergebnisse lassen folgende erste Bewertung zu: Guanylharnstoff ist von geringer
akuter Toxizitat — Gentoxizitat und Mutagenitat sind ebenfalls nicht zu erwarten. Der
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient ist klein, so dass eine Entfernung aus dem
Rohwasser durch Sorption an Aktivkohle nicht mdglich sein wird. Daher ist die Unter-
suchung des Verhaltens von Guanylharnstoff bei der Ozonung, wie wir sie in diesem
Vorhaben auch durchgeflihrt haben (siehe Kapitel 6.3.7, S. 66), von besonderem
Interesse.

%" European Union System for the Evaluation of Substances (http:/ecb.jrc.ec.europa.eu/euses)
%8 dieses Transformationsprodukt ist ebenfalls ein Metabolit von Verapamil
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FUr das abbaustabile Biotransformationsprodukt des Wirkstoffes Verapamil ist die
Situation gerade umgekehrt. Die Substanz ist aus toxikologischer Sicht kritisch zu
bewerten, allerdings lasst der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient erwarten, dass
sie bei der Wasseraufbereitung mittels Aktivkohle gut eliminierbar ist. Fur die Sub-
stanz ist eine gewisse Aktivitat im Maus-Lymphomtest wahrscheinlich (man beachte,
dass Multicase auch die Vorhersage einschrankende und die Aktivitat beeinflussende
Informationen ausgibt). Die akute Toxizitat fur die Ratte ist beim Verapamil-Transfor-
mationsprodukt ebenfalls deutlich héher als beim Guanylharnstoff.

Das Beispiel zeigt, dass mit Computer-basierten Methoden sehr schnell eine orien-
tierende Gefahrdungseinschatzung durchgefuhrt werden kann. Damit werden auch
Hinweise flr die weitere Vorgehensweise gegeben, wenn eine tiefergehende Stoffbe-
wertung erforderlich ist. Daruber hinaus kann mit diesen Methoden auch schnell
abgeschatzt werden, ob bzw. durch welche technische Malinahme der jeweilige
Schadstoff entfernbar ist oder nicht.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in-silico-Methoden wie z.B. QSAR fur
die Bewertung von Schadstoffen in Trinkwasser, die Wasserchemie und die Wasser-
technologie ein breites, bisher kaum genutztes Anwendungsgebiet und Potenzial
haben.

7.3 Mutagenitat

Die Abbaulésungen nach Durchfihrung des inharenten Abbautests sowie die
ozonten Abbauldésungen und Wirksubstanzen waren im Ames-Test nicht eindeutig
positiv. Bei Sulfapyridin ergaben sich aber geringfligige Erhdhungen der Induktions-
raten, die auch im umu-Test bestatigt wurden, so dass fur Abbau- bzw. Transfor-
mationsprodukte von Sulfapyridin ein Anfangsverdacht bestehen bleibt.

Die Vorschaltung von Anreicherungsprozessen zum Nachweis gentoxischer Substan-
zen in Oberflachengewassern und Abwassern ist umstritten, da es hierbei sowohl zu
einer selektiven Auswahl als auch zu Veranderungen der Substanzen selbst kommen
kann. In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fur solche Untersuchungen.
Erdinger et al. [43] konnten im Vergleich zur Negativkontrolle in Oberflachenwassern
nach bis zu 40facher Festphasen-Anreicherung mittels Absorberharz?® eine vom
Anreicherungsfaktor abhangige Erhohung der Revertantenzahl bestimmen.

Die in diesem Vorhaben eingesetzten "Ready-to-use" SPE-Saulen haben den Vorteil,
dass nur geringe Losungsmittelmengen eingesetzt werden mussen. Fur diese Appli-
kation liegen z.B. Vorschriften vor, um aromatische Kohlenwasserstoffe aus Urin
anzureichern, so dass deren gentoxische Wirkung dann in biologischen Testverfah-
ren nachgewiesen werden kann (z.B. [7]). Eine Einschrankung der Anreicherungs-
methodik besteht dahingehend, dass fur den Einsatz der gewonnenen Proben in

2 Amberlite XAD (Handelsmarken der Rohm and Haas Company, Philadelphia, U.S.A.)
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biologischen Tests nur untoxische Losungsmittelmengen eingesetzt werden durfen.
So koénnen lediglich 100 yL DMSO pro Platte zugegeben werden. Von wesentlicher
Bedeutung ist, die komplette Probenaufbereitung mit Blindproben zu begleiten, da es
durchaus moglich ist, dass gentoxische Wirkungen nachgewiesen werden, die auf
Artefakte zurtckzuflhren sind. So kénnen infolge zu hoher Temperaturen bei der
Einengung im Rotationsverdampfer deutliche gentoxische Effekten induziert werden.

Die Enstehung von gentoxischen Desinfektionsnebenprodukten (Disinfection By-pro-
ducts) bei der Ozonung wird bereits seit Jahren diskutiert. Beispiele sind insbeson-
dere die Reaktion von Bromid zum gentoxischen Bromat, das als mogliches gentoxi-
sches Karzinogen gilt [16, 39], siehe auch Kapitel (2.7 und 3.4.3).

Einen detaillierten Uberblick iber die bei der Ozonung und Chlorung von Trinkwasser
gebildeten Substanzen geben Weinberg et al. [135]. Diese stellen fest, dass die
Desinfektionsnebenprodukte mit hoher Prioritat (halogenierte Methane, Acetonitrile,
Ketone und Nitromethane) der Chlorung von Trinkwasser zuzuordnen sind, wahrend
den spezifisch der Ozonung zugeordneten Desinfektionsnebenprodukten wie Bromat
keine hohe Relevanz zugeordnet wurde.

Andere Studien weisen jedoch auch darauf hin, dass die Mutagenitat nach der Aufbe-
reitung mittels Chlorung oder Ozonung im Wesentlichen von den organischen
Bestandteilen der Rohwasser bestimmt wird. Der Anstieg mutagener Aktivitaten nach
der Ozonung wurde durch eine nachgeschaltete Aktivkohlefiltration effektiv elimi-
niert [26]. Matsuda et al. [75] bestimmten die Mutagenitat von acht Ublichen Bestand-
teilen von Huminsauren im Ames-Test und fanden eine erhebliche Erhdhung der
Induktionsraten im Stamm TA 100. In diesem Fall wurden 600 mL Probe bis zur
Trockne eingedampft und in 6 mL DMSO aufgenommen. Aus der Arbeit geht aller-
dings nicht hervor, ob die Negativkontrollen ebenfalls diesen Anreicherungsschritt
durchliefen. Als Ursache der Mutagenitat wurden insbesondere neu gebildete Alde-
hyde vermutet.

Suibert et al. [119] untersuchten die Mutagenitat von Rohwasser vor der Trinkwasser-
aufbereitung und von ozontem Trinkwasser. Die Proben wurden durch Adsorption an
Adsorberharze angereichert, mittels Methanol bzw. Dichlormethan eluiert und DMSO
aufgenommen. Im Rohwasser wurde eine deutlich hohere mutagene Wirkung festge-
stellt. Auch hier wurden keine Negativkontrollen des Anreicherungsprozesses mitge-
fuhrt.

7.4 Unsicherheiten der Gefahrdungsbeurteilung

Wir weisen darauf hin, dass die hier durchgefihrten bakteriellen Gentoxizitats- bzw.
Mutagenitatstests in der Bewertung des Risikopotenzials die erste Stufe darstellen
und positive Befunde stets durch in vitro und in vivo Tests mit eukaryotischen Zellen
Uberpruft werden sollten. Die hier durchgeflihrte Untersuchungsstrategie stellt somit
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nur einen ersten Schritt zur Risikobewertung von Transformationsprodukten im
Trinkwasser dar.

Weiterhin ist zu erwahnen, dass wir bislang in keinem Experiment unter den
gewahlten Bedingungen eindeutig positive Effekte beobachtet haben. Dies kann auf
die beschriebene Problematik der selektiven Anreicherung und auf die im Vergleich
zur Substanztestung geringeren Prufkonzentrationen zuruckzufuhren sein. Aus den
negativen Testergebnissen konnen gentoxische Effekte fur die ausgewahlten Sub-
stanzen und ihre Transformationsprodukte also noch nicht mit letzter Sicherheit
ausgeschlossen werden.

Zudem weisen wir darauf hin, dass bislang nur sehr wenige Substanzen mit dieser
Methodenkombination getestet wurden.

8 Ausblick und weiterer Forschungsbedarf

8.1 Stoffdatenbank Arzneimittel und Metabolite

Um fur kdnftige Untersuchungen weitere, bislang nicht untersuchte Arzneimittel-
Metabolite auszuwahlen, sollten zumindest die mengenmallig relevanten Wirkstoffe
und deren Metabolite systematisch in einer Datenbank hinterlegt werden. Diese sollte
auch fur Einzelstoffe die Metabolisierungs- und Ausscheidungsraten berucksichtigen,
damit auch fur Metaboliten Mengenabschatzungen maoglich sind. Dabei sollten die
Substanzen eindeutig bezeichnet werden: Wirkstoffe tGber ihre INN-Bezeichnung und
alle Substanzen uUber ihre CAS-Nummern oder IUPAC-Bezeichnungen. Dann
konnten z.B. auch identische Metabolite verschiedener Muttersubstanzen addiert
werden. Entsprechend der hier aufgezeigten Vorgehensweise sind dann zur
Stoffauswahl Datenbank- oder QSAR-generierte Informationen Uber Abbaubarkeit,
Mobilitat und Toxizitat herzuziehen.

Wie in Kapitel 3.1.2 dargestellt, erscheint es angesichts der reichlich unsicheren
Aussage des Begriffes "Arzneimittelwirkstoff" angebracht, die gelisteten Substanzen
auch dahingehend zu systematisieren, ob es sich um natirlich und in grol’en Mengen
vorkommende Substanzen handelt, ob die Wirkstoffe auch nichtmedizinisch
eingesetzt werden und ob sie auch veterinarmedizinisch Verwendung finden. Wenn
maoglich, sollte eine Mengenabschatzung der Anwendungsbereiche vorgenommen
werden.

8.2 Weitere Untersuchungen

Es ware wuinschenswert, weitere Arzneimittelmetaboliten mittels des hier
aufgezeigten Screening-Verfahrens zu untersuchen. Wir schlagen vor, hierfur die in
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Kapitel 5.2.2 genannten Auswahlkriterien heranzuziehen. Dort wurden bereits funf
Wirkstoffe identifiziert, deren Metaboliten in grol3en Mengen in die Umwelt gelangen
und deren Prufung auf Umweltvorkommen bzw. deren toxikologische Charakteri-
sierung noch aussteht. Folgende Hauptmetabolite (Wirkstoffe in Klammern)®® bieten
sich fur weitere Untersuchungen an:

Oxipurinol (Allopurinol)
N-Demethyl-Clindamycin und Clindamycin-Sulfoxid (Clindamycin)
5-Hydroxypentoxifyllin sowie Carboxyderivate des Pentoxifyllins (Pentoxifyllin)

2-Propyl-2-pentensaure, 2-Propyl-4-penten-saure, 2,4-Dienvalproinsaure und
4-Epoxyvalproinsaure (Valproinsaure)

Auch die vier erst in der Endauswahl ausgeschiedenen Metabolite (vgl. Tab. 9) bieten
sich fur eine Untersuchung an (Muttersubstanz ebenfalls in Klammern):

Carbamazepin-10,11-epoxid (Carbamazepin)
trans-10,11-Dihydroxy-10,11-dihydrocarbamazepin (Carbamazepin)
a-Hydroxymetoprolol (Metoprolol)
1-(3'-Carboxypropyl)-3,7-dimethylxanthin (Pentoxifyllin)

Das Untersuchungsspektrum sollte dabei nicht nur die Ozonung umfassen, sondern
auch weitere Aufbereitungstechniken wie Uferfiltration, Chlorung oder UV-
Behandlung.

Die Kombination von Abbau-, Ozonungs- und Mutagenitatstests ist ein vielverspre-
chendes Instrument zur Bewertung von Arzneimittelmetaboliten und -transformations-
produkten. Allerdings kann die Methodik an vielen Stellschrauben wie der Prif-
konzentration, Ozonungsdauer und -konzentration sowie insbesondere dem gewahl-
ten Anreicherungsverfahren noch optimiert werden.

Bei Nachweisen oder Verdachtsmomenten auf mutagene oder gentoxische Wirkun-
gen sind diese durch weitere in vitro und in vivo Tests mit eukaryotischen Zellen zu
Uberprifen.

% die ebenfalls identifizierte Muttersubstanz Levodopa wird zum Hauptmetaboliten Dopamin umgesetzt, welches
ein korpereigener Neurotransmitter ist. Eine weitere Untersuchung von Dopamin erscheint deshalb als nicht
angezeigt
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Ergdnzende Ausfiihrungen zu Methoden

Erstellung der Stoffdossiers

Zur Erstellung der Stoffdossiers fuhrten wir Literaturrecherchen mit Hilfe folgender
Quellen durch:

® Lehrblcher

® Fachkompendien, auch online, z.B. OKK (Offentliche Krankenkasse: Open
Drug Data Base), AFHS (American Hospital Formulary Service), IVT (Institut
fur Veterinarpharmakologie und -toxikologie: Tierarzneimittelkompendium)

und fir die Metaboliten zuséatzlich

® die Literatur- und Faktendatenbanken der U.S. National Library of Medicine:
HSDB (Hazardous Substances Data Bank), PubMed und Toxline (Toxicology
Literature Online)

® Uber Internetrecherchen zugangliche Zeitschriftenartikel sowie “graue
Literatur” (z.B. Behordenberichte, Dissertationen)

Aus diesen Quellen stellten wir Informationen zur Muttersubstanz sowie den im
Sauger entstehenden Metaboliten zusammen: Identifikation der Metaboliten mittels
CAS-Nr. (soweit mdglich), Charakterisierung der Muttersubstanz und ihrer Metabo-
liten hinsichtlich pharmakologischer Wirksamkeit und toxischer Eigenschaften, in
beschranktem Umfang auch eine Angabe der Daten zu Umweltvorkommen. Nach-
dem der Fokus dieses Projektes auf der Identifizierung und Charakterisierung von
Metaboliten lag, haben wir die Wirkungen der Muttersubstanzen nicht umfassend,
sondern nur ganz knapp berichtet (aus Ubersichtsarbeiten, ohne vollstandige
Darstellung aller vorliegender Daten).

QSAR

Mittels QSAR wurde die anhand der Bilanzierung getroffene erste Stoffauswahl
(Wirkstoffe und Metabolite) weiter eingeengt. Hierbei wurden sowohl Umwelt-
eigenschaften (Abbaubarkeit, erwartete Umweltmobilitat gemal logKow) als auch
Toxizitatsparameter (Gentoxizitat) modelliert.

Zu beachten ist, dass die verwendeten Programme nur das zweidimensionale
Molekulgerist aus dem Smilescode berlcksichtigen. Die eventuelle Chiralitdt von
Verbindungen wird dabei grundsatzlich nicht bertcksichtigt.

Berechnung des logKow

Zur Berechnung des logKow wurden 2 Programme herangezogen:

EPI Suite (Version 3.20), welches von der Environmental Protection Agency (EPA)
und der Syracuse Research Corporation (SRC) entwickelt wurde sowie Multicase
von der Firma MultiCASE Inc. (Cleveland, USA, CASE fur Computer Automated
Structure Evaluation). Beide Ansatze unterscheiden sich ganz wesentlich. EPI Suite
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generiert Vorhersagen aufgrund der in einem zu berechnenden Molekul vorhande-
nen, vorher festgelegten Teilstrukturen, die aus einem Lerndatensatz durch lineare
und gegebenenfalls multiple Regression einmalig abgeleitet und fest in die Software
integriert wurden. Im Gegensatz dazu werden bei Multicase die Teilstrukturen, die
von Interesse sind, Uber ein aufwandiges statistisches Verfahren (genetische Algo-
rithmen) generiert. Bei Multicase kann der Nutzer bei genugender Sachkenntnis und
Erfahrung ein Modul auch erweitern und selbst neu validieren, was bei EPI Suite
nicht maoglich ist.

Bei einem Treffer in der Datenbank von EPI Suite gibt das Programm ggf. auch
experimentell bestimmte und in der Datenbank hinterlegte Werte aus. In diesem Fall
wurde der experimentelle Wert dem berechneten in jedem Fall vorgezogen. Lag kein
experimenteller Wert vor, so wurde aus den zwei vorhergesagten Werten das arith-
metische Mittel bestimmt.

Berechnung der biologischen, aeroben Abbaubarkeit

Zur Berechnung der biologischen, aeroben Abbaubarkeit wurden 3 verschiedene
Programme herangezogen:

EPI Suite (Version 3.20), welches von der Environmental Protection Agency (EPA)
und der Syracuse Research Corporation (SRC) entwickelt wurde, mit dem
Programmteil BioWin und seinen 6 verschiedenen aeroben Abbaumodellen,
Multicase (Modul zur aeroben, leichten biologischen Abbaubarkeit nach dem modifi-
zierten MITI I-Test, d.h. OECD 301C [84]) sowie Leadscope (Version 2.4.15-6) — ein
selbst erstelltes Modell mit MITI-Daten.

Da alle Modelle unterschiedliche Bewertungs-Skalen verwenden, wurden alle Skalen
auf O bis 1 umgerechnet und nach folgendem Schema, durch Berechnung von (x),
zusammengefasst:
= a+b+(c/4,75)+(d/4,75)+e+f+(6-(g/100))+(6-(h/100))

n,+6-n,+6-n,

(jede Software, wenn Sie einen Wert liefert, bekam dabei die gleiche Wichtung)

Software: EPI Suite

BIOWIN1 (Linear Model) Probability

BIOWIN2 (Non-Linear Model) Probability
BIOWIN3 und BIOWIN4 numerical output
BIOWINS5 (Linear MITI Model) Probability
BIOWING (Non-Linear MITI Model) Probability
Anzahl Ergebnisse aus BIOWIN1, 2, 3,4, 5und 6

SOQO0 T

1

Die Modelle BIOWIN3 und 4 liefern Originalwerte, wobei Ergebnisse <1,75 als
"abbauresistent" gewertet werden und Ergebnisse >4,75 lassen einen Abbau inner-
halb von Stunden erwarten. Die fir die ausgewahlten Substanzen von BIOWIN3 und
4 kalkulierten Ergebnisse liegen zwischen 1,34 und 4,42.

Probability-Werte sollten mathematisch gesehen zwischen 0 und 1 liegen. Biowin1
liefert jedoch Werte bis 1,4 und Biowin5 liefert Werte ab —-0,43.
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Multicase
f="The projected ready biodeg activity". Dieses Modell liefert bei den getesteten
Substanzen Werte von 0,16-91,8. n, = Anzahl Ergebnisse aus Multicase

Software: Leadscope
g=Abbaubarkeit in %. Leadscope lieferte bei den getesteten Substanzen Werte von
-23%—-74%. n3= Anzahl Ergebnisse aus Multicase.

Abbautests

Closed-Bottle-Test

Herstellen des Mineralmediums

Fir die Herstellung des Mineralmediums wurden gemaf Tab. 26 vier verschiedene
Stammldsungen vorbereitet, aliquotiert und bis zum Gebrauch bei —=70°C gelagert.
Far die Herstellung von Mineralmedium wurde von jeder Stammlosung 1 mL bendtigt
und auf 1 L mit Aqua dest. aufgefllt.

Tab. 26: Zusammensetzung der Stammlésung des Mineralmediums fir den CBT

Bezeichnung der Lésung Substanz Konzentration in g/L
A Kaliumdihydrogenphosphat 8,50
Dikaliumhydrogenphosphat 21,75
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 33,40
Ammoniumchlorid 0,50
B Calciumchlorid-Dihydrat 36,40
C Magnesiumsulfat-Heptahydrat 22,50
D Eisen(lll)chlorid-Hexahydrat 0,25

Behandlung des Inokulums

Zur Beimpfung des Testansatzes wurde als Inokulum frisch gewonnener und filtrierter
(S&S Papier-Faltenfilter 595 1/2) Ablauf einer kommunalen Klaranlage verwendet.
Die ersten 200 mL des Filtrates wurden verworfen. Bis zum Gebrauch wurde das
Inokulum beliiftet. Das Inokulum sollte zwischen 10" und 10® KBE/mL beinhalten. Pro
Liter Testansatz wurden zwei Tropfen Inokulum zugefugt.

Ansatz der Testkulturen

Vor Testbeginn wurden die verwendeten 250 mL-Flaschen mit 10 % (V/V) ethanoli-
scher HCI-Lésung gereinigt, anschlieend zweimal mit VE-Wasser und einmal mit
hochreinem Wasser (Millipore-Wasser) gespult und im Trockenschrank getrocknet.
Am Vortag des Testbeginns erfolgte die Sauerstoffsattigung des VE-Wassers auf
ungefahr 9 mg/L O, mit medizinischer Druckluft. Die bellfteten Kanister (2x28 L)
wurden Uber Nacht bei 20°C im Thermoschrank gelagert. In der Tab. 27 sind die
Testansatze ubersichtlich dargestellt.
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Tab. 27: Ubersicht der Testansatze im CBT

Bezeichnung des Testansatzes Zusammensetzung
Blindansatz Medium + Inokulum
Referenz Medium + Inokulum + Natriumacetat
Substanz Medium + Inokulum + Testsubstanz
Toxizitatskontrolle Medium + Inokulum + Testsubstanz + Natriumacetat

Die Aktivitat des Inokulums wird durch die Referenzkontrolle gezeigt. Zudem dient sie
zusammen mit dem Testansatz als Vergleichsparameter zur Auswertung der Toxizi-
tatskontrolle, mit der toxische Einflusse der Testsubstanzen festgestellt werden
kénnen. Deren Aussagekraft wird jedoch insofern eingeschrankt, da nur Effekte auf
solche Mikroorganismen erfasst werden, die in Gegenwart von Natriumacetat die
Testsubstanz unter Sauerstoffverbrauch abbauen kénnen [1].

Die eingesetzten Substanzkonzentrationen richteten sich nach dem Theoretischen
Sauerstoffbedarf ThSB (5 mg O,/L), der aufgrund der bekannten chemischen
Zusammensetzung nach der Versuchsvorschrift OECD 301D berechnet wird. Fur die
Referenzkontrolle wurde jeweils 6,41 mg/L Natriumacetat (entspricht ca. 5 mg O,/L
ThSB) verwendet.

Die Testsubstanz wurde im Testansatz und in der Toxizitatskontrolle in der gleichen
Konzentration eingesetzt. Die Ansatze erfolgten jeweils in 10 L-Polyethylenkanistern,
aus denen anschlielend das luftblasenfreie Abflllen der Enghalsflaschen erfolgte.
Nach dem Verschlielen wurden die Flaschen im Dunkeln bei 20°C im Thermo-
schrank inkubiert. Der Test wurde im Doppelansatz durchgefiihrt.

Sauerstoff-, pH- und Temperaturmessung

Wahrend der Versuchsdauer wurde an sechs Versuchstagen (Tag 0, 1, 7, 14, 21 und
28) von jedem Ansatz die Sauerstoffzehrung mittels einer Sauerstoffsonde in
Parallelmessungen bestimmt. Messungen des pH-Wertes und der Temperatur wur-
den zur Qualitatssicherung ebenfalls durchgefuhrt.

Der Test kann gemal der Testvorschrift als valide betrachtet werden, wenn...

® die Referenzsubstanz innerhalb von 14 Tagen mindestens zu 60 % abgebaut
wird

® die Abbauwerte der Parallelansatze um weniger als 20% differieren (im
Plateau, am Testende oder am Ende des 10 (wahlweise 14)-Tage-Fensters, in
dem mindestens 60 % der Testsubstanz abgebaut sind)

® die Referenzsubstanz in der Toxizitatskontrolle zu mehr als 25% abgebaut
wird (bei Werten unter 25 % gilt die Substanz als Inhibitor)

® die Konzentration an geldstem Sauerstoff im Blindansatz insgesamt nicht mehr
als um 1,5 mg/L abnimmt

® in den Testansatzen die Konzentration an geldstem Sauerstoff nicht unter
0,5 mg/L falit
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Berechnung der Ergebnisse

Der Abbau einer Testsubstanz wird indirekt Uber die Sauerstoffzehrung (BSB)
ermittelt, von der die Zehrung eines mitgefuhrten Blindansatzes, der nur aus Mineral-
medium und Inokulum besteht, abzuziehen ist.

Formel zur Berechnung des Biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB):

BSB (in mg O,/mg Testsubstanz) = (OZ)T;C_ ()OZ)B,n
.

BSB gemessener biologischer Sauerstoffbedarf in mg O,/mg Testsubstanz
ThSB theoretischer Sauerstoffbedarf bzw. CSB in mg O,/mg Testsubstanz
(O2)1n Sauerstoffzehrung am Tag n im Ansatz mit Testsubstanz

(02)8n Sauerstoffzehrung am Tag n im Blindansatz

(cT) Konzentration der Testsubstanz in mg/L

Diese Differenz wird als prozentualer Anteil ThSB bzw. im Falle der Toxizitats-
kontrolle als ThSB des Gemisches aus beiden Komponenten als Abbauwert ange-
geben.

Formel zur Berechnung des Abbaus in Prozent:

Abbau (in %) = 1'_35—888-100

Als leicht biologisch abbaubar gilt eine Testsubstanz, wenn sie innerhalb eines 10-
Tage-Fensters, das ab dem Zeitpunkt ihres 10 %igen Abbaus beginnt, zu mindestens
60 % abgebaut wird.

OxiTop-Test (Manometrischer Respirationstest)

Der biologische Sauerstoffbedarf kann entweder wie beim CBT direkt Uber Sauer-
stoffmessungen oder auch indirekt Uber eine Messung des gebildeten Kohlendioxids
bestimmt werden, denn bei der Atmung wird fur ein aufgenommenes Molekdil
Sauerstoff ein Molekul Kohlendioxid abgegeben.

Der MRT bestimmt die abgegebene Kohlendioxidmenge anhand einer Druck-
messung. Die Flaschen des OxiTop-Control-Systems sind Uber die Messkdpfe fest
verschlossen und enthalten ein genau definiertes Gasvolumen. Das bei Atmungs-
prozessen frei werdende Kohlendioxid wird in den Messkopfen tUber Natriumhydroxid
abgefangen:

2 NaOH + CO2 (gasformig) — Na2COs3 (resty + H20

Damit wird das gebildete Kohlendioxid aus der Gasphase entfernt und durch die
Veratmung von Sauerstoff entsteht ein fortschreitender Unterdruck. Um den
Austausch von Sauerstoff aus der Gasphase in die wassrige Phase zu beschleunigen

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



und um Sauerstoffmangel in der Messprobe zu unterbinden, wurden die Proben
wahrend der gesamten Messdauer kraftig durchmischt.

Fir Messung des Unterdruckes muss auch die Temperaturabhangigkeit des
Wasserdampfpartialdruckes und des Partialdruckes der trockenen Luft bertcksichtigt
werden. Bei einer Temperaturzunahme wird sich eine Probe ausdehnen und damit
der Druck in der Gasphase ansteigen. Das Abkuhlen einer Probe fuhrt entsprechend
zur Volumenabnahme und damit zu einem Unterdruck. Liegt die Messprobe beim
Ansetzen allerdings in einem Temperaturbereich von 15°C bis 21°C, so werden in
den Messkopfen durch eine automatisierte Anpassungsfunktion Temperatur-
variabilitaten bei der Berechnung des BSB berlcksichtigt.

Das Ansetzen des Nahrmediums und die Herstellung des Inokulums entspricht der
Vorgehensweise beim CBT (s.0.).

Testansatz

Die Testdurchflihrung erfolgte in Anlehnung an die entsprechenden Vorschriften der
OECD [87] und des DIN [35]. Fur jede der untersuchten Substanzen wurde eine
Doppelbestimmung und jeweils eine Toxizitats- und Sterilkontrolle angesetzt (siehe
Tab. 28). Zusatzlich wurden fur jede Versuchs-Charge auch noch drei Blindwerte und
drei Referenz-Ansatze hergestellt. Blindwerte, Referenzen und Toxizitatskontrollen
ubernehmen die gleichen Funktionen wie im CBT. Der Blindwert wird bei den Berech-
nungen des BSB von den BSB-Werten der Testansatze abgezogen. Idealerweise
sollte er wahrend der gesamten Versuchsdauer konstant bleiben. Die Qualitats-
kontrolle dient zur Uberpriifung der Aktivitat des Inokulums und die Toxizitatskontrolle
erfasst mogliche toxische Einflisse der Testsubstanz auf die Mikroorganismen. Die
Sterilkontrolle dient zur Erfassung einer abiotischen Sauerstoffzehrung. Durch die
Zugabe von Natriumazid wurden in diesem Ansatz Bakterien abgetotet, so dass ein
bakterieller Abbau der Testsubstanz hier nicht zu erwarten ist.

Tab. 28: Ubersicht der Testansatze im MRT

Bezeichnung des Testansatzes Zusammensetzung
Blindansatz Medium + Inokulum
Referenz Medium + Inokulum + Natriumacetat
Substanz Medium + Inokulum + Testsubstanz
Sterilkontrolle Medium + Inokulum + Testsubstanz + Natriumazid
Toxizitatskontrolle Medium + Inokulum + Testsubstanz + Natriumacetat

Die eingesetzten Substanzkonzentrationen richteten sich auch hier nach dem ThSB
(30 mg/L), welcher fur jede Verbindung berechnet werden kann (Berechnungsformel
siehe [12], Anhang Ill). Pro Doppelansatz wurde eine Testkultur mit dem Gesamt-
volumen von 1000 mL vorbereitet. Flr die Toxizitats- und Sterilkontrollen entsprach
das Gesamtvolumen 500 mL, Blindwert sowie Qualitatskontrolle wurden mit einem
Volumen von 1500 mL vorgelegt. Je nach Testansatz wurde die Stammldsung der
Testsubstanz, Nahrmedium A-D, Natriumazid, Natriumacetat, Inokulum und Wasser
in variierenden Konzentrationen zugegeben (Tab. 29).
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Jede Testflasche (500 mL) wurde mit Hilfe eines Uberlaufkolbens mit einem Volumen
von 432 mL beflllt, damit in jeder Flasche die Gasphase dasselbe, genau definierte
Volumen erhalt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe eines Magnetrihrstabes in die
Flasche und die Zugabe von zwei Natriumhydroxid-Platzchen in die Gummikdocher.
Nach Einsetzen der Gummikdcher in die Flasche wurde der Messkopf aufgeschraubt,
die Daten der Flaschen mittels Infrarotibertragung in den Controller eingelesen und
anschlieRend sofort im Thermoschrank im Dunkeln bei (20+£1)°C inkubiert. Des
Weiteren wurden zu Beginn und am Ende der gesamten Messdauer aus jedem
Ansatz Ruckstellproben fur eine spatere substanzspezifische Analytik sowie Proben
fur eine Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs enthommen. Zusatzlich
erfolgte fur jeden Ansatz noch die Aufzeichnung des pH-Wertes.

Tab. 29: Genaue Zusammensetzung der Testansatze im MRT

Testansatz Blindwert Referenz Substanz Steril Toxizitats-
kontrolle kontrolle
Menge der Testsubstanz - - entsprechend 30 mg/L ThSB
Natriumacetat - - - - entsprechend
30 mg/L ThSB
Konz. Natriumazid in g/L - - - 0,16 -
Volumen Lsg. A in mL 15 15 10 5 )
Volumen Lsg. B-D in mL 1,5 1,5 1 0,5 0,5
Voumen Inokulum in mL 120 120 80 40 40
Wasser auf Gesamtvolumen auffiillen
Gesamtvolumen in mL 1500 1500 1000 500 500
Druckmessung

Mit dem OxiTop-Control System erfolgte fur jede Flasche eine automatisierte Druck-
messung und anschlielliende BSB-Berechnung. Bei einer Gesamtmessdauer von 28
Tagen wurden flr jede Flasche insgesamt 360 Messwerte aufgezeichnet.

DOC-Messung

Am Versuchsbeginn (Tag 0) und am Tag 28 erfolgten DOC-Messungen zur Bestim-
mung des geldsten organischen Kohlenstoffs und anschlielRend die Berechnung der
Kohlenstoffwiederfindungsrate.

Berechnung des Abbaugrades

Der Abbau einer Testsubstanz wurde entsprechend der OECD-Vorschrift als prozen-
tualer Anteil des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB) am theoretischen Sauerstoff-
bedarf (ThSB) ausgedruckt [12]. FUr die Berechnung des Abbaugrades wurde der in
jeder Flasche gemessene Unterdruck aber zunachst mit folgender Formel in den
BSB-Wert umgerechnet [137]:

BSB =

M(OZ). VgeS_Vf|+aT_m .Ap(o )
R'Tm Vfl To ?
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M (O5) Molekulargewicht Sauerstoff (32 g/mol)

R Allgemeine Gaskonstante (83,144 L-hPa-mol™"-K™")
To Temperatur von 273,15°K

Tm Messtemperatur von 293,15 °K

Vges Flaschenvolumen in mL

Vi Probenvolumen in mL

o Bunsenscher Absorptionskoeffizient (0,03103)

Ap (Oy) Differenz des Sauerstoffpartialdruckes in hPa

Diese Umrechnung erfolgte automatisiert, so dass die BSB-Werte fir die einzelnen
Flaschen sofort vorlagen. Der BSB fir eine Testsubstanz errechnete sich dann aus
diesen Werten, indem von der Sauerstoffzehrung in den Versuchsansatzen die
Zehrung des Blindwertes abgezogen wurde [12].

Eine Testsubstanz gilt dann als leicht biologisch abbaubar, wenn sie nach Abbau der
ersten 10% innerhalb eines 10-Tage-Fensters und innerhalb von 28 Tagen nach
Versuchsbeginn zu insgesamt mindestens 60 % abgebaut wird.

Der Test gilt als valide, wenn wahrend der 28 Tage Testdauer:

® Natriumacetat in der Qualitatskontrolle innerhalb von 14 Tagen zu mindestens
60 % und in der Toxizitatskontrolle zu mindestens 25 % abgebaut wird

® die Abbauwerte der Testsubstanz in den Parallelansatzen im Plateau, am
Testende oder am Ende des 10-Tage-Fensters um weniger als 20%
voneinander abweichen

® der Sauerstoffverbrauch im Blindansatz etwa 20—30 mg/L betragt und 60 mg/L
nicht Ubersteigt

® der pH-Wert im Schwankungsbereich zwischen 6 und 8,5 liegt

Inharente Abbaubarkeit / Mineralisierung

Zur parallelen Bestimmung der DOC-Elimination und der CO»-Entwicklung koppelten
wir den Zahn-Wellens-Test [86] mit dem CO,-Entwicklungstest [83] (auch Sturmtest
genannt). Die gegen die Atmosphare verschlossenen Ansatze werden mit CO,-freier
Luft bellftet und das entstehende CO, in nachgeschalteten Absorberflaschen in
NaOH absorbiert und nachfolgend als IC (Inorganic Carbon) quantifiziert.

Um die Luft CO»>-frei zu waschen, leiteten wir diese Uber eine Kolonne von drei in
Reihe geschalteten und mit Natronkalk®' (3 mm—5 mm, Fa. Roth 8652.1) gefiillten
Gasfilterflaschen. Danach folgte eine Waschflasche mit NaOH (c = 0,1 mol/L) und
eine mit deionisiertem Wasser. Anschliellend wurde die CO,-freie Luft nach einer
Aufteilung in zwei Kanale Uber je eine leere Gaswaschflasche zum Abtropfen des
Kondenswassers geleitet und mit einem Luftrechen verbunden, von dem 22 Luft-
kanale zu den 2000 mL Reaktoren fuhrten. Jeder Ansatz bestand aus einer 2000 mL
Gaswaschflasche (ohne Fritte) als Reaktor und einer nachgeschalteten 2000 mL

3 Bezeichnung fiir eine Mischung aus NaOH und Ca(OH),
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Absorberflasche mit NaOH (c = 0,2 mol/L) mit Fritte sowie einer weiteren 200 mL
Absorberflasche, die den Zutritt von Raumluft in die Absorber verhindern soll. Der
Belebtschlamm und das Verdinnungswasser wurden einen Tag vor Zugabe der
Prifsubstanzen in die Reaktoren gegeben und mit CO»-freier Luft inkubiert.

Von jeder Testsubstanz wurden 2 Parallelansatze zu je 1 L mit einer Konzentration
von 50 mg TOC/L untersucht. Angeimpft wurde mit Belebtschlamm einer Klaranlage,
entsprechend 200 mg/L Trockensubstanz. Zum Nachweis der Schlammaktivitat wur-
de als Referenz das leicht und vollstandig biologisch abbaubare Diethylenglykol mit-
bestimmt. Da die Absorberflaschen ebenfalls mit 1 L NaOH geflllt waren und jeweils
gleiche Volumina aus Reaktor und Absorber entnommen wurden, entsprechen die
IC-Messungen im Absorber unmittelbar dem mineralisierten Kohlenstoff. Das in der
wassrigen Phase geloste CO, wurde zu Beginn und am Ende des Versuches mittels
IC-Bestimmung erfasst. Da der pH in den geschlossenen Reaktoren nur mit sehr
groRem Aufwand eingestellt werden kann, wurde in Anlehnung an DIN EN ISO 9888
[36] die 10fache Menge an Phosphatpuffer (Nahrlésung A) zugegeben. Eine Kontrolle
des pH-Wertes erfolgte mit den Proben flur die DOC-Bestimmung.

Nach 3 Stunden und dann wdéchentlich wurden je 10 mL (Standard) bis 15 mL Probe
durch die seitlich angebrachten Septen aus dem Reaktor bzw. Absorber enthommen
und der DOC (Dissolved Organic Carbon) bzw. |C (Inorganic Carbon) bestimmt.
Zusatzlich wurden zu jedem Messzeitpunkt Proben von je 2 mL eingefroren, in denen
am TZW die jeweilige Stoffkonzentration analytisch bestimmt wurde.

Die DOC- und IC-Bestimmungen erfolgten mittels eines TOC-Messgerates (TOC-
5000A, Shimadzu). Das Messprinzip beruht auf Verbrennung des organisch gebun-
denen Kohlenstoffs bei 680°C mit Platinkatalysator (TOC) bzw. Ausstrippen des
anorganischen Kohlenstoffs nach Ansauerung mit Phosphorsaure (DIC) und nach-
folgender Bestimmung des CO, im Sauerstoffstrom in einem non-dispersiven
Infrarotgasanalysator (NDIR). Fur die DOC-Bestimmung wurden die Proben filtriert
(0,45 pm PorengrofRe, Weildrand FP 30/045 CA, Fa. Whatman Schleicher & Schuell,
Dassel).

Tab. 30: Versuchsaufbau des Zahn-Wellens Tests mit CO,-Erfassung

CO;-Entwicklungs-Test Zahn-Wellens-Test Kombinationstest

Norm OECD 301 B OECD 302 B
Testkategorie leichte biologische inharente biologische inharente biologische
Abbaubarkeit Abbaubarkeit Abbaubarkeit
Inokulum Belebtschlamm Belebtschlamm Belebtschlamm
30 mg/L TS 0,2g/L-1g/L TS 02g/lLTS
Priifkonzentration 10-20 mg TOC/L 50—400 mg DOC/L 50 mg TOC/L
Gultigkeitskriterium 40-70 mg CO2/L in 28 d keine Vorgaben interne Forderung
Blindwerte <50 mg IC/L bzw.
183 mg CO2/L in28d
Versuchszeit 28d 28d 28d
Messwerte CO»-Entwicklung DOC-Elimination CO»-Entwicklung und DOC-
Elimination
Aussagekraft in Bezug Bestimmung der Simulation des Verhaltens in Differenzierung von
auf das Verhalten in Endabbaubarkeit Klaranlagen Endabbaubarkeit und
Klaranlagen Elimination
Methodische VerhaltnismaRig geringe Keine Unterscheidung von Madgliche Hemmwirkung auf-

Einschrankungen

Inokulumdichte

Bioabbau und Adsorption

grund héherer Konzentration
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CO;-Entwicklungs-Test Zahn-Wellens-Test Kombinationstest

moglich. Evil. Hemmwirkung der Prifsubstanz
bei héherer Konzentration

Das Verfahren haben wir, mit leichten Modifikationen, bereits im UBA-Vorhaben
(FKZ 298 63 722) zur Abbaubarkeit von Antibiotika verwendet [47, 125].

Die DOC-Elimination D; zum Zeitpunkt t wird folgendermalen berechnet:

D. (In %) _ [1 _ DOCrestansatz t DOCaindwertansatz () } .100

TOCTestansatz (to)

Hierbei wird der Ausgangs-TOC (= TOCrestansatz(t)) aus dem TOC der
Abwasserprobe und dem Verdunnungsverhaltnis im Zahn-Wellens-Test berechnet.

Die Mineralisierung Yi zum Zeitpunkt t errechnet sich folgendermalen:

ICBIindwertabsorber (t) . 1 OO
TOCTestansatz (to)

Testabsorber (t)

Y (in %):(

Hierbei wird der mineralisierte Kohlenstoff aus der Differenz des anorganischen
Kohlenstoffs in den Absorbern des Testansatzes und der Kontrollansatze (Mittelwert)
berechnet und wiederum auf den eingesetzten Kohlenstoff (= TOCrestansatz (o)) b€Z0-
gen. Am letzten Tag bestimmten wir zudem der IC-Wert in den Reaktoren, um
eventuell in der Wasserphase gelostes CO, mit zu erfassen.

Ozonbestimmungen

Zur Ermittlung der Ozon-Starkwasserkonzentration und zur Kontrolle der Ozon-
zehrung wahrend der Ozonungs-Experimente ist die Gehaltsbestimmung des Ozons
ein wichtiger experimenteller Parameter. Dazu kann die Eigenabsorption des Ozons
bei 258 nm fur eine photometrische Quantifizierung ausgenutzt werden, sofern keine
anderen in diesem Spektralbereich absorbierenden Stoffe vorliegen. Weitgehend
unabhangig von organischen Wasserinhaltsstoffen ist eine Methode der Ozon-
bestimmung, die auf der stochiometrischen Reaktion mit dem Farbstoff Indigo-
trisulfonat beruht. Uber die Hohe der Entfarbung erfolgt die photometrische Quanti-
fizierung des Ozons. Fiir absolute Gehaltsbestimmungen und zur Uberpriifung von
photometrischen Ozon-Gasdetektoren eignet sich die Umsetzung von Ozon mit lodid
in neutraler Losung. Das dabei gebildete lod wird mit Thiosulfat titrimetrisch quanti-
fiziert. Im Folgenden werden alle drei Verfahren beschrieben.

Ozonbestimmung Uber die Absorptionsbande des Ozon-Molekils

Das Ozonmolekul zeigt eine starke Absorptionsbande im Bereich um 258 nm, die zur
Bestimmung genutzt werden kann (Abb. 44). Der molare Extinktionskoeffizient fur
Ozon betragt €258 nm = 2950 L/(mol-cm) und ermdglicht die direkte Bestimmung der
Ozonkonzentration im Wasser [32]. Fur die Bestimmung in der Gasphase wird ein
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Extinktionskoeffizient von ezs37nm = 3024 L/(mol-cm) angegeben [73]. Die Wellen-
lange des Extinktionskoeffizienten bei 254 nm entspricht einer Atomlinie des Queck-
silbers und liegt noch auf dem Absorptionsmaximum des Ozons. Daher kann hier
Uber einen einfachen photometrischen Aufbau die Ozonkonzentration im Gas oder in
Wasser Uber den stofflich gegebenen Extinktionskoeffizienten bestimmt werden. Zur
Bestimmung der Ozonkonzentration im Sauerstoffstrom vor und hinter der Blasen-
saule wird diese Art der Detektion genutzt (vgl. Abb. 10). Die Quantifizierung des
Ozons in wassriger Losung ist in gleicher Weise mdglich, wobei beachtet werden
muss, dass keine anderen in diesem Bereich absorbierenden Verbindungen (z.B. aus
dem DOC) im Wasser vorliegen. Zur Kontrolle der Ozonkonzentration des
Starkwassers kann dieses Verfahren aber uneingeschrankt verwendet werden, da
hier demineralisiertes Wasser verwendet wird und der zugesetzte Phosphatpuffer zu
keiner spektralen Interferenz beitragt.

0.8 Hg-Linie A

A

0,64

0,4

Extinktion / AU

0,24

0,0 T T T T T T T T T T T T T T 1
200 220 240 260 280 300 320 340 360
Wellenlange / nm

Abb. 44: UV-Absorptionsspektrum von Ozon, geldst in Wasser
das Absorptionsmaximum des Ozons befindet sich hier bei 259 nm. Fiir einen einfachen
Photometeraufbau eignet sich als Lichtquelle die Atomlinie des Quecksilbers bei 254 nm

Arbeitsanweisung: Bei der direkten Ozonbestimmung nach DIN [32] sollte die
Ozonkonzentration B(O3) = 3 mg/L bis 12 mg/L betragen, was bei einer 1-cm-Klvette
einer Extinktion von 0,2 bis 0,8 entspricht. Bei hdheren Ozonkonzentrationen wie z.B.
im Ozon-Starkwasser (bis zu 30 mg/L) muss zuvor eine Verdunnung erfolgen oder
mit einer Klvette mit geringerer Schichtdicke gearbeitet werden. Vor der Messung
muss die Quarzklvette intensiv mit der zu untersuchenden Lésung gespult werden.
Danach wird die Klvette vollstandig geflllt und zur Vermeidung von Ozonverlusten
durch Ausgasung verschlossen. Die Extinktion der Ldsung wird sofort und zur
Prafung der Stabilitdt z.B. nochmals nach 3 Minuten bei 258 nm (oder 254 nm Hg-
Linie) bestimmt.

Auswertung fur 1-cm-Kulvette ohne Verdinnung und 258 nm (nach DIN):
B(O3) / mg/L = Ext-16,271
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Bei der Quantifizierung Uber die Hg-Linie bei 254 nm werden nur 96,9% der
maximalen Extinktion erreicht, weshalb sich ein geanderter Faktor ergibt:

B(03) / mg/L = Ext-16,798

Ozonbestimmung mit der Indigo-Methode

Zur Bestimmung der Ozonkonzentration in organisch belasteten Wassern eignet sich
eine photometrische Methode, bei der Uber die Abnahme der Extinktion des blauen
Farbstoffs Indigotrisulfonat quantifiziert wird (DIN 38 404 Teil 3) [32]. Es handelt sich
hierbei um eine stochiometrische und auf Ozon spezifische Reaktion, sofern einige
Randbedingungen eingehalten werden.

C0 - of%“)

Indigo (blau)

0]
in H,O
2 0O +2H,0,
N
H

Isatin (gelb)

Abb. 45: Mechanismus der Ozonolyse des Indigos [nach 4]
dieses Reaktionsmuster steht stellvertretend fur diverse Indigo-Derivate, z.B. Indigotrisulfonat

Der in der DIN-Methode angegebene Arbeitsbereich erstreckt sich von B(Ozon) =
0,05 mg/L bis 10 mg/L und wird Uber das entsprechende Zugabevolumen angepasst.
Da bei der Starkwassererzeugung Konzentrationen tber 20 mg/L erhalten werden, ist
der Arbeitsbereich der Methode gemal DIN-Vorschrift bereits Uberschritten. Dies hat
zur Folge, dass es trotz einer proportional geringeren Starkwasserzugabemenge zur
Indigolosung zu fehlerhaften Quantifizierungen kommen kann (Minderbefunde). Eine
modgliche Erklarung kénnte sein, dass bei zu hohen lokalen Ozon-Konzentrationen
wahrend der Mischung Transformationsprodukte des Indigotrisulfonats zu weiteren
Folgeprodukten Uber die Reaktion mit Ozon abgebaut werden. Das dabei gezehrte
Ozon kann nicht mehr mit Indigotrisulfonat reagieren, woraus sich die Minderbefunde
erklaren lassen. Als Abhilfe ist auf eine ausreichende Vorverdinnung der Indigo-
l6sung und ein gutes Durchmischen wahrend der Ozonzugabe zu achten. Uber eine
Vorverdinnung des Starkwassers vor der Zugabe zur Indigolésung kann zwar die
Ozonkonzentration angepasst werden, jedoch besteht Unsicherheit bezlglich des
Ausmalles der schnell ablaufenden Ozonzehrung wahrend des Verdinnungs-
vorganges.

Arbeitsanweisung: Indigo-Stammldsung: In einem 250 mL Messkolben werden
0,25 mL konz. Phosphorsaure in ca. 100 mL dest. Wasser gemischt. Darin werden

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



102

193 mg Kaliumindigotrisulfonat gegeben und nach dem Ld&sen bis zur Marke
aufgeflllt. Diese Ldsung ist kihl und dunkel gelagert ca. 4 Monate haltbar. Eine
100fache Verduinnung dieser Losung in einer 1-cm-Klvette muss bei 600 nm eine
Extinktion von 0,20 +0,01 aufweisen. Als Arbeitsverdiinnung werden 25 mL dieser
Stammldsung im Messkolben auf 250 mL mit dest. Wasser verdunnt. Diese Losung
ist messtaglich frisch herzustellen.

Zur Ozonbestimmung werden in einen 100 mL Messkolben 10 mL der verdinnten
Indigolésung gegeben. Liegt der zu erwartende Konzentrationsbereich zwischen
0,05 mg/L bis 0,5 mg/L, wird der Messkolben mit der Wasserprobe bis zur Marke
befllt. Bei hdheren Ozonkonzentrationen wird ein angepasstes Probenvolumen unter
kraftigem Mischen zu der vorverdinnten Indigoldsung gegeben. Beispielsweise
eignet sich zur Bestimmung einer Starkwasserkonzentration von ca. (O3) = 20 mg/L
ein Probenvolumen von 1 mL. Als Referenz dient der Extinktionswert einer 1:10 mit
ozonfreiem Wasser verdunnten Indigolésung. Die photometrische Messung erfolgt in
einer 5-cm-Kuvette bei 600 nm direkt nach dem Mischen (spatestens aber nach 4 h).

Uber folgende Gleichung (bei Benutzung einer 5-cm-Kivette und einem 100 mL
Messkolben) wird die Ozon-Konzentration zuganglich (s. auch DIN [32]):

B(O3) = [(Extreferenz — EXtprobe)'48] / [Vp] mit V, = Volumen der Probe / mL

Ozonbestimmung mittels lodometrie

Die Bestimmung der Ozonkonzentration im Gasstrom durch das Einleiten des Gases
in eine konzentrierte Kaliumiodidldsung ist ein absolutes Bestimmungsverfahren, da
eine quantitative Reaktion erfolgt und das gebildete lod mittels Titration bestimmt
wird. Die Reaktion von Ozon mit Kaliumiodid verlauft nur in neutraler, gepufferter
wassriger Losung stochiometrisch exakt nach folgender Gleichung (pH 7, B(KI) =
3 mol/L) [73]:

O0,+2KI+H,O —» 1,+0,+2KOH

Zusatzlich zur Einhaltung des pH-Wertes muss darauf geachtet werden, dass keine
weiteren redoxaktiven Stoffe vorhanden sind. Die gebildete lodmenge wird nach
Ansauern der Probenldsung mittels Titration mit Thiosulfat bestimmt:

l,+25,0,” — S,0° +21°

Die Kaliumiodid-Adsorberlosung wird aus 20 g Kaliumiodid, 7,3 g Dinatriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat und 3,5 g Kaliumdihydrogenphosphat, gelost in 1000 mL dest.
Wasser, hergestellt. Zur Titration findet eine Thiosulfat-Mal3l6sung mit ¢ = 0,1 mol/L
Verwendung. Die Schwefelsdure zum Ansauern vor der Titration wird durch vorsich-
tiges Zugeben von 25 mL konz. Schwefelsaure zu 75 mL dest. Wasser erhalten. Zur
Verbesserung der Endpunktindikation kann handelsubliche Zinkiodid-Starkelosung
verwendet werden.

Mittels lodometrie entsprechen 1 mol Thiosulfat = 0,5 mol Ozon.
1 mL Thiosulfat = 0,5 - 48 g/mol - 0,001 L - 0,1 mol/L = 2,4 mg Ozon
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Uber die titrierte Ozonmenge kénnen unter Beriicksichtigung der Eintragszeit und der
Gasflussmenge auch der Ozoneintrag pro Minute sowie die Bestimmung der Ozon-
konzentration im Gasstrom erhalten werden.

SPE-Anreicherung

Nach abgeschlossener Ozonung und dem Austreiben des Restozons mit Stickstoff
wurden die Proben bei 4°C gelagert. Die Anreicherung erfolgte Ublicherweise am
nachsten oder Ubernachsten Tag mittels Festphasenextraktion (SPE) mit einer
Vakuumkammer (Separtis Vacuum Master).

Die eingesetzten Kartuschen 'Chromabond Easy (500 mg / 6 mL)' wurden in einem
ersten Schritt mit je 10 mL Methanol konditioniert und im Anschluss mit je 10 mL
demin. Wasser aquilibriert. Die Beladung der Kartusche (1 L pro Kartusche) erfolgte
mit einem Durchsatz von 10 mL/min. AnschlieBend wurde 1 Stunde im Stickstoff-
strom getrocknet und mit 10 mL Ethanol eluiert. Von den vereinigten Ethanol-Eluaten
wurden 5 mL fUr analytische Untersuchungen entnommen und zur Ubrigen Ethanol-
menge wurden 5 mL DMSO als 'Keeper' zugesetzt. Am Rotationsverdampfer wurde
bei 30°C bis 40 °C Wassertemperatur und einem reduziertem Druck von 50 mbar und
spater 20 mbar das Ethanol abgezogen, so dass ca. 5 mL ubrig blieben. In der
praktischen Ausfuhrung hat sich gezeigt, dass es sich schwierig gestaltet, exakt 5 mL
Endvolumen zu erreichen. Es waren daher neben DMSO noch etwas Ethanol und
Wasser in der Probe vorhanden.

Amestest

Der Ames-Test nach DIN 38415-4 [34] ist ein bakterieller Mutagenitatstest mit Salmo-
nella Typhimurium-Stammen, die aufgrund einer Mutation auf histidinfreiem Medium
nicht mehr wachsen konnen. Diese histidinbedurftigen Mutanten kdnnen wieder ruck-
mutieren (Reversion) und auf Minimalagarplatten Kolonien bilden. Jeder Salmonella-
Stamm hat eine spezifische Spontanmutationsrate. Die dariber hinausgehende
Anzahl der ruckmutierten Bakterien (Revertanten) ist ein Mal} fur das mutagene
Potenzial einer Substanz oder einer Probe. Bestimmte Mutagene werden in héheren
Organismen erst durch Metabolisierung aktiviert (Promutagene) oder inaktiviert. Dem
bakteriellen System werden deshalb die hierfur bendtigten Enzyme mit dem Ratten-
leberextrakt S9 (Fa. Moltox) zugegeben. Die angewendete Testversion basiert auf
einer vereinfachten Version der OECD-Richtlinie 471 [88] mit den Teststammen
TA 98 und TA 100. Der Stamm TA 98 erfasst Frameshiftmutagene (Rastermutagene)
und der Stamm TA 100 Basenpaarsubstitutionsmutagene (Punktmutationen).

Die zu untersuchenden, wassrigen Proben wurden sterilfiltriert (Celluloseacetat
Membranfilter, Whatman Schleicher & Schuell: FP 30/0,45 CA-S, Lot Nr. FO0137-2),
die in DMSO Uberfihrten Proben gelten als autosteril. Als maximales Testvolumen
konnten bis zu 1 mL wassrige Probe bzw. 100 uL in DMSO Uberfuhrte Probe pro
Platte gepruft werden. Abweichend von der Vorschrift pruften wir 5 anstelle von ledig-
lich 2 Replikaten je Testansatz (TA 98, TA 100 jeweils mit und ohne metabolische
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Aktivierung, 3 Konzentrationsstufen), um auch geringe Effekte statistisch besser
absichern zu konnen. Als Positivkontrollsubstanzen wurden eingesetzt: 2-Amino-
anthracen (2 ug/Platte bei TA98 und 2,5 ug/Platte bei TA100 und jeweils mit
metabolischer Aktivierung) und ohne metabolische Aktivierung 2-Nitrofluoren
(1,5 pg/Platte bei TA 98) bzw. Natriumazid (0,5 pg/Platte bei TA 100).

Nach DIN 38415-4 wird eine Probe dann als mutagen bezeichnet, wenn in einem der
Stamme mit oder ohne S9 eine Induktionsdifferenz zur Lésemittelkontrolle von 80
(TA100) bzw. 20 Revertanten (TA 98) induziert wird und eine Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung gegeben ist. Die Revertantenzahl der Negativkontrollansatze
soll fir TA 100 im Bereich von 80-180 und fir TA 98 im Bereich von 15-40 Rever-
tanten pro Platte liegen. Bei der hier durchgefluhrten Wirkstofftestung bewerteten wir
eine Probe in Anlehnung an die der DIN zugrunde liegende OECD Guideline 471
dann als mutagen, wenn die Induktionsrate (Quotient Revertantenzahlen auf der
Testplatte durch Revertantenzahl im Negativkontrollansatz) einen Faktor von 2 Uber-
schritt und eine Dosis-Wirkungsbeziehung gegeben war.

Stoffanalytik TZW

Parallel zu den Messungen des Ozonabbaus wahrend der Ozonung der Testsubstan-
zen wurden Proben genommen, die Aussagen zur Abbaugeschwindigkeit ermogli-
chen sollen. Dazu wurden in gewissen Zeitabstanden jeweils ca. 10 mL Probe aus
dem Batch-Versuch entnommen und sogleich 15 min kraftig mit Stickstoff durchspuilt.
Da die Ausgangskonzentration der Testsubstanzen bei 500 pg/L lag, konnte in der
anschlieBenden Analytik auf eine Anreicherung verzichtet und die Quantifizierung
Uber eine direkte Injektion in das LC-MS-System durchgefihrt werden. Bei dieser
Vorgehensweise ergab sich z.B. fur FAA und AAA eine Bestimmungsgrenze von ca.
20 ug/L, was 4% der Ausgangskonzentration entspricht. Fur Sulfapyridin wurde eine
Bestimmungsgrenze von 10 uyg/L erzielt. Dies bedeutet, dass bei FAA, AAA (und
Sulfapyridin) bereits nach ca. 5 min mehr als 96 % (98 %) der Ausgangsmenge mit
dem Ozon reagiert hatten. Wird in einer ersten Naherung bei den genannten Test-
substanzen eine Kinetik erster Ordnung angenommen (exponentieller Abfall der
Stoffkonzentration Uber die Zeit), so ist zu erwarten, dass es zu einer vollstandigen
Umsetzung dieser Testsubstanzen nach der Ozonungszeit von 45 min kam.

Anders verhielten sich die beiden Muttersubstanzen Piracetam und Metformin. Bei
diesen Testsubstanzen wurde nur eine maRige Umsetzung wahrend der Ozonung
beobachtet, wobei in erster Naherung der Stoffumsatz bei ca. 50 % lag.

Zur Direktmessung wurden 500 uL der wassrigen Probe bis zur Trockne eingeengt.
Bei Piracetam und Metformin wurde der Ruckstand in 100 yL Methanol aufgenom-
men; davon wurden 12,5 uL in das LC-MS-System injiziert. Bei FAA und AAA wurde
im Gegensatz dazu der Ruckstand in einer Mischung aus 50 yL Methanol und 50 L
Ammoniumacetatldsung (20 mmol/L) mit 5 % Acetonitril aufgenommen.

Sulfapyridin wurde vor der Injektion in einer Mischung aus 20% Acetonitril und 80 %
Wasser, in dem 20 mmol/L Ammoniumacetat enthalten waren, aufgenommen.
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Tab. 31: LC-MS/MS-Parameter fur die Bestimmung von Metformin und Piracetam

Tab. 32: LC-MS/MS-Parameter fur die Bestimmung von FAA und Piracetam
siehe Tab. 31, mit folgenden geanderten Parametern

Tab. 33: LC-MS/MS-Parameter fur die Bestimmung von Sulfapyridin (u. Sulfamethoxazol)

Tab. 34: LC-MS-Parameter fiir die durchgefiihrten Full-Scan-Messungen
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Zur Quantifizierung der Abbauraten der ausgewahlten Testsubstanzen haben wir
eine LC-MS/MS-Detektion genutzt: Dabei wird nach der lonisierung Uber einen ersten
Massenfilter eine lonenmasse selektiert. Im Anschluss findet eine Fragmentierung
statt, bei der es zu einem Massenverlust kommt. Uber einen weiteren Massenfilter
lassen sich die Fragmente selektiv und sehr empfindlich detektieren.

Im Gegensatz dazu wurden zur Analytik unbekannter Transformationsprodukte LC-
MS-Messungen im Full-Scan-Modus durchgefiihrt. Da bei diesen Messungen keine
Informationen Uber die Produktmassen vorliegen, muss wahrend der gesamten
Laufzeit des Chromatogramms der gesamte Massenbereich erfasst werden. Hieraus
ergibt sich eine dreidimensionale Information aus Retentionszeit, Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnis und Intensitat. Ein Nachteil dieser Detektionsmethode ist der Verlust an
Empfindlichkeit, da die Integrationszeit pro Massenpunkt kurz ist.

Massen, die nur in 0.40

nicht ozonte Lésung [J ' der nicht-ozonten
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Abb. 46: LC-MS-Full-Scan-Messungen unterschiedlicher Sulfapyridin-Proben
Unten: 4 Scans (x-Achse = Masse, y-Achse = Retentionszeit, z-Achse (Farbe) = Intensitat)
Oben links: Statistische Auswertung der Massen von Hauptsignalen: Je grof3er die Unterschiede in den
Full-Scan-Spektren sind, desto weiter liegen die Punkte auseinander
Oben rechts: Unterscheidung der verschiedenen Probenkategorien

Statistische Methoden kénnen genutzt werden, um systematische Unterschiede
zwischen Blindprobe und dotierten Proben zu erkennen, selbst wenn diese nur
geringe Signalintensitaten aufweisen. Als Beispiel sei die PCA (Principle Component
Analysis) genannt (siehe Abb. 46, Software Amix Viewer 3.8 von Bruker). In dieser
Abbildung zeigt sich im oberen Bildteil die Gruppenbildung von Massen, die statis-
tisch in einer der Proben-Kategorien vorkommen. Weiterhin ist es moglich, selektierte
Massen zwischen den einzelnen Proben vergleichend darzustellen (Abb. 47). Hier
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zeigt sich beispielsweise, dass Sulfapyridin im Standard und in der nicht-ozonten
Lésung in gleicher Weise enthalten ist, es jedoch im 'Blank' sowie nach der Ozonzu-
gabe nicht detektiert werden kann.

m/z 250: Sulfapyridin

m/z 186: Fragment von Sulfapyridin
~und Sulfapyridin +O

Abb. 47: Statistischer Vergleich des Vorkommens bestimmter Massen in verschiedenen Sulfapyridin-
Proben
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Erganzende Ausfihrungen zu den Ergebnissen

Bilanzierte Wirkstoffverbrauche (> 1,0 Tonnen)

Tab. 35: Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen mit Verbrauchen > 1,0 Tonnen
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Restwirkstoff Menge nicht metabolisierten Wirkstoffes
Metabolitenmasse potenziell entstehende Menge an Metaboliten
Pos. Sort. Metaboliten Position bei Sortierung nach der Masse an entstehenden Metaboliten
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Tab. 36: Auswahl von 19 metabolisierten Wirkstoffen und ihren Metaboliten, erganzt durch 2 nicht
metabolisierte Wirkstoffe — Darstellung mit Auswahlkriterien
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Fortsetzung der Tabelle

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE




Je}IZIX0JUD9) / Jejuabeln|y UOA J1a)ydljuldyosiyep) Jnz aseonniy UOA aBeSIaUIoON-HYSD jejuabeinpy

(1—0 e[e)S) 2119pPoN-HYSD Jauspalyosian yiaxiegneqqy ayosiBojolq aqoiae alp Iny abesiaylo a)ssejobuswiwesnz neqqy
Jassep\/jouepO aiziyaoysbun|iopa Jejwwisaq [[9juswiiadxa Japo Japalinyey Yyso Jw "oy 6o

Jegbnpuan=A ‘yJoxieqbnua  aj9iziowwioy "HOA

90IAIBS SjoBlISqY [BDIWBYD S8p "IN-suoleyijuap| IN-SVO

jlogelsN=3I\ / ZzuejsgnsJapn|y auaIsiiogelaw JYolu ‘ejzuebia a)siT Jep ul=(SIN) / zueisgnsiapnN=SIN snjejs

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE

Fortsetzung der Tabelle




Tab. 37: Auswahl von 7 Metaboliten und 3 Wirkstoffen — Darstellung mit Auswahlkriterien
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Tab. 38: Auswahl von 3 Metaboliten und 2 Wirkstoffen — Darstellung mit Auswahlkriterien
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Stoffdossiers

Die Stoffdossiers der ausgewahlten Wirkstoffe sind in alphabetischer Reihenfolge
angeordnet.

Stoffdossier Acetylsalicylsdure

Tab. 39: Acetylsalicylsdure und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Acetylsalicylsdure 50-78-2
Metabolite

Salicylsaure 69-72-7
Salicylursaure und deren Konjugate 487-54-7
Gentisinsaure 490-79-9
Gentisursaure 25351-24-0

Pharmakologie und Toxizitat von Acetylsalicylsaure

Acetylsalicylsaure ist ein Analgetikum, Antipyretikum und Antiphlogistikum und
hemmt die Thrombozytenaggregation. Tagesdosen sind, je nach Verwendungs-
zweck, 30 mg—6000 mg. Ubliche Nebenwirkungen sind vor allem gastrointestinale
Beschwerden. Gelegentlich wurde das Auftreten von Asthma berichtet. Bei hohen
Dosen kénnen Kopfschmerzen, Hautausschlage, Hyperglykdmie oder Hypoglykamie,
Schwindel, Ohrensausen, Seh- und Horstoérungen, Tremor, Verwirrtheitszustande,
Hyperthermie, Hyperventilation, Stérungen des Saure-Basen-Gleichgewichtes,
Lebereffekte, Exsikkose und Ateminsuffizienz auftreten. In Teratogenitatsstudien an
verschiedenen Spezies mit Acetylsalicylsaure wurden bei Dosen ab 75 mg-kg—1-d-1
Fehlbildungen und weitere Fruchtschaden beobachtet. Acetylsalicylsaure war im
Ames-Test negativ, in Bacillus subtilis dagegen mutagen. Zytogenetische Unter-
suchungen mit Salicylsaure in Hamsterzellkulturen erbrachten widersprichliche
Ergebnisse. Acetylsalicylsaure war in Drosophila nicht mutagen. Langzeitstudien mit
Acetylsalicylsdure an Ratten und Mausen zeigten kein kanzerogenes Poten-
zial [138, 139, 141, 143, 144].

Toxikokinetik und Metabolismus

Die Resorption von Acetylsalicylsaure nach oraler Exposition ist nahezu vollstandig
(80%-100%), jedoch ist die Bioverfugbarkeit wegen eines First-Pass-Effektes in der
Leber geringer. Eine Hydrolyse von Acetylsalicylsdure zu Salicylsaure erfolgt bereits
in der Darmschleimhaut. Hauptmetaboliten der Acetylsalicylsaure sind neben der
Salicylsaure das Glycinkonjugat der Salicylsaure (Salicylursaure), die Ether- und
Esterglukuronide der Salicylsaure (Salicylphenolglukuronid und Salicylacetylglukuro-
nid). Etwa 75% einer verabreichten Dosis werden als Salicylursaure Uber den Urin
ausgeschieden, 10% als Salicylsaure und 10%-20% als Glukuronide. In geringen
Mengen entstehen auch durch Oxidation von Salicylsdure Gentisinsdure und deren

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



119

Glycinkonjugat, die Gentisinursaure. Bei héheren Dosen wird wegen Sattigung des
Stoffwechsels weniger Salicylursaure und vermehrt Salicylsaure ausgeschieden. Die
Eliminationshalbwertszeit der Salicylsaure betragt je nach Dosis 2 h—-30 h [138, 139,
141, 143].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die akute Toxizitat von Acetylsalicylsaure ist groRer als die der Metabolite: in der
Maus waren die LD50-Werte flr Acetylsalicylsaure 250 mg/kg, fur Salicylsaure
480 mg/kg, fur Salicylursaure >1000 mg/kg und fur Gentisinsaure 4500 mg/kg. In
einer chronischen Studie an Ratten wurden nach oraler Exposition auch gegenuber
der hochsten getesteten Dosis von 200 mg-kg—1-d-1 Acetylsalicylsaure keine schadli-
chen Effekte beobachtet. Wegen der schnellen Hydrolyse zu Salicylsdure wurde
dieser NOAEL auch fur diesen Metaboliten als bewertungsrelevant angesehen.

In Teratogenitatsstudien an verschiedenen Spezies mit Acetylsalicylsaure und
Salicylsaure wurden bei Dosen ab 75 mg-kg—1-d-1 Fehlbildungen und weitere Frucht-
schaden beobachtet. Acetylsalicylsaure und Salicylsaure waren im Ames-Test nega-
tiv, in Bacillus subtilis waren beide Substanzen mutagen. Zytogenetische Untersu-
chungen mit Salicylsaure in Hamsterzellkulturen erbrachten widersprichliche Ergeb-
nisse. Acetylsalicylsaure war in Drosophila nicht mutagen. Langzeitstudien mit Acetyl-
salicylsaure an Ratten und Mausen zeigten kein kanzerogenes Potenzial, was auch
auf den Hauptmetaboliten Salicylsaure zu extrapolieren ist. Human- und Tierdaten
zeigen eine antikanzerogene Wirkung von Acetylsalicylsaure [142, 144].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite von Acetylsalicylsaure sind pharmakologisch wirksam, jedoch akut
weniger toxisch als diese. Es besteht die Moglichkeit, dass die im Organismus gebil-
deten Konjugate der Metaboliten in der Umwelt wieder gespalten werden, was zur
Ruckbildung der urspringlichen Metaboliten flihren wirde. Die Mutagenitat von
Acetylsalicylsdure und Salicylsaure ist unklar.

Acetylsalicylsaure und die Metabolite Salicylsdure, Salicylursdure und Gentisinsaure
wurden in Zuldufen von Klaranlagen in Konzentrationen von 1,5 ug/L-5 ug/L
bestimmt. Dagegen waren die Werte in den Ablaufen mit 0,2 pyg/L-0,3 pg/L geringer.
In FlieRgewassern wurde Salicylsaure, die auch natirlichen Ursprungs sein kann, nur
in Spuren nachgewiesen [138, 140].
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Stoffdossier Allopurinol

Tab. 40: Allopurinol und Metabolit

Substanz CAS-Nr.
Allopurinol 315-30-0
Metabolit

Oxipurinol 2465-59-0

Pharmakologie und Toxizitat von Allopurinol

Allopurinol ist ein Xanthinoxidase-Hemmer, es hemmt die Harnsaureproduktion und
wird deshalb zur Therapie von Gicht (aufgrund von Hyperurikdmie) und Nierensteinen
eingesetzt. Die Tagesdosis ist 100 mg-800 mg und muss bei Niereninsuffizienz redu-
ziert werden. Die haufigsten beobachteten Nebenwirkungen sind (teilweise verzogert
auftretende) erythematdse oder makulopapulése juckende Hautausschlage. In selte-
nen Fallen kann sich eine starke Hypersensitivitat entwickeln. Gelegentlich wurden
auch gastrointestinale Beschwerden und Nierenfunktionsstorungen berichtet, seltener
kommt es zu Lebereffekten oder hamatologischen Veranderungen. Allopurinol war in
Bakterientests und bei Untersuchungen mit humanen Lymphozyten in vitro nicht
mutagen. Allopurinol wirkte in Langzeitstudien an Ratten nicht kanzerogen (Dosis
10 mg-kg=-1-d-1), jedoch nach Initiation mit N-Nitroso-n-butyl-(4-hydroxybutyl)amin
tumorpromovierend in der Blase [145, 146, 150, 148, 149].

Toxikokinetik und Metabolismus

Allopurinol wird rasch zu etwa 80 % oral resorbiert, ca. 20 % werden Uber Fazes elimi-
niert. Nach systemischer Resorption werden 5%-30% Muttersubstanz (zunehmend
bei chronischer Gabe) Uber den Urin ausgeschieden, der Rest wird hauptsachlich zu
Oxipurinol (auch als Alloxanthin bezeichnet) metabolisiert und ebenfalls tGber den
Urin eliminiert. Die Ausscheidung von Oxipurinol erfolgt wegen tubularer Rickresorp-
tion verzogert, es besteht die Mdglichkeit der Akkumulation. Allopurinol und Oxipuri-
nol konnen als Purinanaloge Ribonukleotide und -nukleoside bilden, welche in gerin-
gen Mengen im Urin nachweisbar sind [145, 150, 151].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Oxipurinol ist pharmakologisch gleich wirksam wie Allopurinol und wird auch teilweise
anstelle von Allopurinol verwendet. Die Ribonukleotide und -nukleoside sind pharma-
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kologisch nicht wirksam [145, 150, 151, 152]. Wegen der langeren biologischen Halb-
wertszeit wurde vermutet, dass Oxipurinol fur die Auslésung der Hypersensitivitat
verantwortlich sein konnte. Dies wurde in 3 Fallen bestatigt [147].

Allopurinol und Oxipurinol waren in Bakterientests und bei Untersuchungen mit
humanen Lymphozyten in vitro nicht mutagen. Allopurinol wirkte in Langzeitstudien
an Ratten nicht kanzerogen (Dosis 10 mg-kg-1-d-1), jedoch nach Initiation mit N-
Nitroso-n-butyl-(4-hydroxybutyl)amin tumorpromovierend in der Blase [146]. Nach-
dem Oxipurinol der Hauptmetabolit von Allopurinol (mit l&ngerer Halbwertszeit im
Organismus) ist, haben diese Erkenntnisse auch fur Oxipurinol Relevanz.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Der Metabolit Oxipurinol ist pharmakologisch aktiv und moglicherweise auch Verur-
sacher der allergischen Hautreaktionen nach Allopurinol-Exposition. Es besteht der
Verdacht tumorpromovierender Wirkung in der Blase.

Angaben zu Umweltvorkommen von Allopurinol oder Oxipurinol liegen nicht vor.
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Stoffdossier Amoxicillin

Tab. 41: Amoxicillin und Metabolit

Amoxicillin 26787-78-0
Penicilloinsaure 11039-68-2
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Pharmakologie und Toxizitat von Amoxicillin

Amoxicillin ist ein Breitband-Antibiotikum, das z.T. auch in fixen Kombination mit Inhi-
bitoren der bakteriellen p-Laktamasen wie Clavulansaure eingesetzt wird. Die Ubliche
Tagesdosis ist 1000 mg-3000 mg. Haufigste Nebenwirkungen sind gastrointestinale
Beschwerden und allergische Hautreaktionen. Seltener kommt es zu Leberfunktions-
storungen und nur in Einzelfallen zu Leber- oder Nierenschaden oder hamatologi-
schen Veranderungen. In Human- und Tierstudien wurde keine fruchtschadigende
Wirkung beobachtet. In menschlichen Lymphozyten und Mukosazellen des Magens
verursachte Amoxicillin in vitro oxidative DNA-Schaden [153, 154, 156, 157, 159].

Toxikokinetik und Metabolismus

75%-95% einer oralen Dosis werden im Magen-Darmtrakt absorbiert. Etwa
20%-30% einer oral verabreichten Amoxicillin-Dosis werden in der Leber metaboli-
siert. Der Hauptmetabolit ist die bakteriologisch inaktive Penicilloinsaure. 60 %-75%
der verabreichten Dosis werden als unveranderter Wirkstoff Gber den Urin ausge-
schieden und 10%-25% als Penicilloinsaure. Bei Nierenfunktionsstorungen ist die
Ausscheidung verzogert [153, 157, 159].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite
Der Hauptmetabolit Penicilloinsaure ist bakteriologisch inaktiv [159].

In Allergietests reagierten ca. 55% der Patienten mit Penicillinallergie positiv auf
Penicilloinsaure [160]. Weitere Informationen zur Toxizitdt des Metaboliten liegen
nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten
Penicilloinsaure ist der pharmakologisch inaktive Hauptmetabolit von Amoxicillin.

Amoxicillin ist in der Umwelt wegen der leichten Abbaubarkeit durch mikrobielle
Laktamasen nicht in relevanten Konzentrationen zu erwarten. Amoxicillin war nur
selten und meist in geringen Konzentrationen in Oberflachengewassern oder Klar-
anlagen nachzuweisen [155]. Angaben zu Metaboliten liegen nicht vor.

Literatur

153. Arabski M, Kazmierczak P, Wisniewska-Jarosinska M, Poplawski T, Klupinska G,
Chojnacki J, Drzewoski J, Blasiak J: Interaction of amoxicillin with DNA in human
lymphocytes and H. pylori-infected and non-infected gastric mucosa cells. Chem Biol
Interact 2005;152:13-24, zitiert nach NLM, 2007b

154. Berkovitch M, Diav-Citrin O, Greenberg R, Cohen M, Bulkowstein M, Shechtman S,
Bortnik O, Arnon J, Ornoy A: First-trimester exposure to amoxycillin/clavulanic acid: a
prospective, controlled study. Br J Clin Pharmacol 2004; 58:298-302, zitiert nach NLM,
2007b

155. BLAC, Bund/Landerausschuss fur Chemikaliensicherheit: Arzneimittel in der Umwelt
Auswertung der Untersuchungsergebnisse Freie und Hansestadt Hamburg. Behorde fiir
Umwelt und Gesundheit, Institut fur Hygiene und Umwelt 2003.
www.blak-uis.de/servlet/is/2146/P-2c.pdf (Abfragedatum Marz 2007)

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE


http://www.blak-uis.de/servlet/is/2146/P-2c.pdf

123

156. Brunton LL, Lazo JS, Parker KL: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics. 11th ed. 2006, McGraw-Hill Companies, Inc. New York

157. NLM, U.S. National Library of Medicine: HSDB, Hazardous Substances Databank
2007a. toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmigen?HSDB  (Abfragedatum Marz 2007)

158. NLM, U.S. National Library of Medicine: PubMed online 2007b.
www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed  (Abfragedatum Marz 2007)

159. OKK: Medikamentenvergleich online. 2007. oekk.oddb.org (Abfragedatum Marz 2007)

160. Sullivan TJ, Wedner HJ, Shatz GS, Yecies LD, Parker CW: Skin testing to detect
penicillin allergy. J Allergy Clin Immunol 1981;68:171-180, zitiert nach NLM, 2007b

Stoffdossier Carbamazepin

Tab. 42: Carbamazepin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Carbamazepin 298-46-4
Metabolite

Carbamazepinglukuronid 60342-79-2
Carbamazepin-10,11-epoxid 36507-30-9
trans-10,11-Dihydroxy-10,11-dihydrocarbamazepin 58955-93-4
9-Hydroxymethyl-10-carbamoylacridan 68011-71-2
2-Hydroxycarbamazepin 68011-66-5
3- Hydroxycarbamazepin 68011-67-6

Pharmakologie und Toxizitat von Carbamazepin

Carbamazepin ist ein Antiepileptikum und wird auch zur Behandlung von Trigeminus-
neuralgien sowie bipolaren Stérungen und Alkoholentzugserscheinungen eingesetzt.
Die Tagesdosis ist 100 mg bis (kurzzeitig) 2000 mg. Akut werden neurologische
Symptome (Stupor, Reizbarkeit) und Atemdepression beobachtet. Bei langerfristiger
Anwendung sind die haufigsten Symptome Kopfschmerz, Schwindel, Ataxie und Seh-
stdérungen, es konnen auch gastrointestinale Beschwerden, hamatologische Ver-
anderungen und allergische Reaktionen auftreten. Die Substanz induziert fremdstoff-
metabolisierende Enzyme in der Leber. Bei Uberdosierung kann es zu Krampfen
kommen. Carbamazepin verursachte in Patienten eine Induktion von Schwester-
chromatidaustausch, jedoch keine anderen Chromosomenmutationen. Die Mutter-
substanz und der Urin der Patienten war in Bakterien nicht mutagen [165, 173, 175,
176]. Carbamazepin fuhrte in menschlichen Lymphozyten in vitro zur Bildung von
Mikronuklei. Zur Induktion in vivo von Schwesterchromatidaustausch und Chromo-
somenaberrationen in Lymphozyten liegen widerspruchliche Angaben vor. In Tier-
studien war Carbamazepin fruchtschadigend und kanzerogen [162, 165, 167, 173,
171, 178].

Toxikokinetik und Metabolismus

Carbamazepin wird langsam, aber fast vollstandig resorbiert. Der Metabolismus ist
komplex, insgesamt wurden beim Menschen 32 Metabolite identifiziert. Ein Haupt-
metabolit ist das Carbamazepin-10,11-Epoxid (Plasmakonzentrationen bis zu 50 %
der Konzentration der Muttersubstanz), welches entweder zu trans-10,11-Dihydroxy-
10,11-dihydrocarbamazepin oder 9-Hydroxymethyl-10-carbamylacridan weiterrea-
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giert. Trans-10,11-Dihydroxy-10,11-dihydrocarbamazepin reprasentiert etwa 35 % der
mit dem Urin ausgeschiedenen Dosis und 9-Hydroxymethyl-10-carbamoylacridan
5%. Aus beiden kann sich das 9-O-Glukuronid des Carbamylacridans bilden. Weitere
Metabolite in relevanter Menge sind Hydroxycarbamazepine (25 %), welche als Gluk-
uronide und Sulfate im Urin ausgeschieden werden sowie das N-Glukuronid des
Carbamazepins (15%). Als weitere Reaktionsprodukte koénnen 2-Methylsulfinyl-
carbamazepin und 2-Methylsulfonylcarbamazepin entstehen (ca. 5%). Insgesamt
wurden 72% einer verabreichten Dosis mit dem Urin ausgeschieden und 28% in
Fazes [161, 165, 175].

Als weitere Metabolite des Carbamazepin-Epoxids in zellfreien Systemen wurden
zwei Stereoisomere des 11-Glutathionyl-10-hydroxy-carbamazepin identifiziert [166].

Unter simulierten Magenbedingungen bildete sich in vitro in Gegenwart von Nitrit das
N-Nitrosoderivat von Carbamazepin [179].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Das Carbamazepin-Epoxid ist pharmakologisch etwa gleich wirksam wie die Mutter-
substanz, die anderen Metabolite sind inaktiv [161, 165, 175].

Sowohl das Carbamazepin-Epoxid als auch das N-Nitrosoderivat von Carbamazepin
waren im Ames-Test nicht mutagen [168, 179]. Carbamazepin und die in der Tabelle
aufgefihrten Metabolite (mit Ausnahme des Glukuronids, welches nicht getestet
wurde) verursachten in humanen Lymphozyten in vitro keine Schwesterchromatid-
austausche oder Chromosomenaberrationen [170]. Das Carbamazepin-Epoxid und
dessen Glutathionderivate binden in vitro an Protein [166].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Hinsichtlich der pharmakologischen Wirksamkeit ist das Carbamazepin-Epoxid der
Muttersubstanz vergleichbar, die anderen Metabolite sollen inaktiv sein. Die vor-
liegenden unvollstandigen Daten zur Mutagenitat von Metaboliten kamen zu
negativen Ergebnissen.

Carbamazepin und Carbamazepin-Epoxid werden in Abwéassern und Oberflachenge-
wassern gefunden (Verhaltnis etwa 6:1). Carbamazepin war in Oberflachenge-
wassern (Median 0,07 pg/L) und im Zulauf von Klaranlagen in Konzentrationen von
mehreren pg/L nachzuweisen, 0%-37 % waren in Klaranlagen abbaubar [161, 163,
164, 169, 172, 180]. Carbamazepin ist durch Ozon, jedoch nicht oder nur wenig
durch CIO;, abbaubar [169].

Das Hauptabbauprodukt von Carbamazepin-Epoxid unter UV/H,O,-Einwirkung war
Acridin, welches mutagen ist [177].
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Stoffdossier Clarithromycin

Tab. 43: Clarithromycin und Metabolite

Clarithromycin 81103-11-9
14-Hydroxy-Clarithromycin 110671-78-8

N-Demethyl-Clarithromycin
Clarithromycin-N-oxid

Pharmakologie und Toxizitat von Clarithromycin

Clarithromycin (6-O-Methyl-Erythromycin) ist ein Makrolid-Antibiotikum. Die Ubliche
Tagesdosis ist 500 mg—1000 mg. Die haufigsten Nebenwirkungen sind gastrointesti-
nale Beschwerden und allergische Hautreaktionen, seltener treten Kopfschmerzen,
Leberfunktionsstérungen und hamatologische Veranderungen auf. Tests auf Gentoxi-
zitat (Mutagenitat in Bakterien und Saugerzellen in vitro, Tests auf Induktion unplan-
mafRiger DNA-Synthese in vitro, Dominant-Letal- und Mikronukleustest in vivo) kamen
zu negativen Resultaten. Hinsichtlich der Induktion von Chromosomenaberrationen
in vitro sind widerspruchliche Ergebnisse berichtet. Daten zu kanzerogenen Effekten
liegen nicht vor. Clarithromycin verursachte in Tierstudien Embryoletalitat und Terato-
genitat [181, 183, 188].

Toxikokinetik und Metabolismus

Clarithromycin wird oral schnell und effizient resorbiert. Aufgrund eines starken First-
Pass-Effektes in der Leber betragt die Bioverfugbarkeit nur 50%-55%. Die Haupt-
metabolite 14-Hydroxy-Clarithromycin und N-Demethyl-Clarithromycin entstehen in
der Leber. Weiterhin werden im Magen geringe Mengen an Descladinosyl-Derivaten
gebildet. 20%-40% der Muttersubstanz werden unverandert mit dem Urin ausge-
schieden, 10%-15% als 14-Hydroxy-Clarithromycin. 40% der verabreichten Dosis
fanden sich in Fazes (davon 4 % Muttersubstanz) [181, 183, 188].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

14-Hydroxy-Clarithromycin ist ebenfalls antibakteriell wirksam, die anderen Metabo-
lite sind inaktiv [181, 183, 188]. Weitere Informationen zu den Metaboliten liegen
nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Clarithromycin wurde in Konzentrationen in Oberflachengewassern in wenigen ng/L
und in Klarwerken (Zulauf: 0,3 ug/L-0,5 ug/L, Ablauf 0,15 ug/L-0,4 ug/L) gefunden
[182, 186, 189]. Es wurde in Klarwerken zu 15%-89% abgebaut. Der Abbau durch
ClO2 war nur langsam, durch Ozon effektiver [184]. Bei der Reaktion mit Ozon bildet
sich das N-Oxid [185].
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Stoffdossier Clindamycin

Tab. 44: Clindamycin und Metabolite

Clindamycin 18323-44-9

Hydroxy-Clindamycin
N-Demethyl-Clindamycin
Clindamycin-Sulfoxid
N-Demethyl-Clindamycin-Sulfoxid
5'-Oxo-Clindamycin
5'-Oxo-Clindamycin- Sulfoxid

Pharmakologie und Toxizitat von Clindamycin

Clindamycin ist ein Antibiotikum, das als Hydrochlorid, Phosphat oder Palmitat verab-
reicht wird. Die Tagesdosis ist 150 mg-2400 mg. Als relativ haufige Nebenwirkungen
werden Auftreten von Diarrhd und Kolitis mit gastrointestinalen Beschwerden
beschrieben, seltener Hautrétungen Lebereffekte und hamatologische Veranderun-
gen [190, 193].

Angaben zu mutagenen oder kanzerogenen Effekten von Clindamycin liegen nicht
Vor.
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Toxikokinetik und Metabolismus

Clindamycin wird nach oraler Aufnahme nahezu vollstandig resorbiert. Haufig werden
als Hauptmetabolite N-Demethyl-Clindamycin (z.T. falschlicherweise als Dimethyl-
Clindamycin bezeichnet) und Clindamycin-Sulfoxid genannt, jedoch wurden noch
weitere Metabolite beschrieben:

Hydroxy-Clindamycin..........cccccoviiiiiieeeieiiinns 15 % Ausscheidung
N-Demethyl-Clindamycin............ccccoeeeveeiiiniiiinnnn. 6 % Ausscheidung
Clindamycin-Sulfoxid...........cccccoviiiiiiiiiineeeeees 35 % Ausscheidung
N-Demethyl-Clindamycin-Sulfoxid......................... 2 % Ausscheidung
5'-Ox0-ClindamycCin ..........cccceeeeiiiiiiiiiiieeeeen Hauptmetabolit in Fazes
5'-Oxo-Clindamycin-Sulfoxid ............................ keine Mengenangabe
ClindamyCoSe........cooviiiiiiiiiiee e keine Mengenangabe

Die Metabolite werden Uber Urin und Galle eliminiert, ca. 10% einer verabreichten
Dosis werden beim Menschen als Muttersubstanz uber den Urin ausgeschieden
[190, 192, 193].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die Angaben zur pharmakologischen Wirksamkeit der Metabolite sind widerspruch-
lich: in Ubersichtsarbeiten werden N-Demethyl-Clindamycin und Clindamycin-Sulfoxid
als pharmakologisch inaktiv beschrieben [190, 193], jedoch fanden Seaberg et
al. [195] im Vergleich zur Muttersubstanz eine vergleichbare antibiotische Aktivitat der
Metabolite Clindamycin-Sulfoxid, N-Demethyl-Clindamycin und N-Demethyl-Clinda-
mycin-Sulfoxid gegenlber Plasmodium falciparium. Nach OKK [194] soll N-Demethy!-
Clindamycin starker wirksam sein als die Muttersubstanz, Clindamycin-Sulfoxid dage-
gen schwacher.

Angaben zu mutagenen Effekten von Clindamycin-Metaboliten wurden nicht gefun-
den.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Aussagen zur pharmakologischen Wirksamkeit der Metabolite sind widerspruch-
lich. In konservativer Vorgehensweise kann eine im Vergleich zur Muttersubstanz
vergleichbare Aktivitat vermutet werden.

Clindamycin wurde in geringen Konzentrationen in FlieRgewéassern nachgewie-
sen [191]. In der Klaranlage erfolgt keine Ruckhaltung von Clindamycin, zu Metabo-
liten werden keine Angaben gemacht [192].
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Stoffdossier Diclofenac

Tab. 45: Diclofenac und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Diclofenac 15307-86-5
Diclofenac, Natriumsalz 15307-79-6
Diclofenac, Kaliumsalz 15307-81-0
Metabolite

Diclofenac-Glukuronid

3'- Hydroxydiclofenac 69002-85-3
4'-Hydroxydiclofenac 64118-84-9
5- Hydroxydiclofenac 69002-84-2
4'-5- Dihydroxydiclofenac 69002-86-4
3'-Hydroxy-4'-methoxydiclofenac 106610-60-0

5-Hydroxy-4-(glutathion-S-yl)-diclofenac
5-Hydroxy-6-(glutathion-S-yl)-diclofenac
4'-Hydroxy-3'-(glutathion-S-yl)-diclofenac
4'-Hydroxy-2'-glutathion-deschlorodiclofenac

und die jeweiligen Konjugate der phenolischen Metabolite (Glukuronide oder Sulfate)

Pharmakologie und Toxizitat von Diclofenac

Diclofenac wird als Analgetikum, Antipyretikum und Antiphlogistikum eingesetzt. Die
Tagesdosis ist 30 mg—-200 mg. Haufige Nebenwirkungen sind gastrointestinale
Beschwerden und Leberfunktionsstérungen. Selten treten neurotoxische Wirkungen,
allergische Reaktionen oder hamatologische Veranderungen auf. Gentoxische oder
kanzerogene Effekte wurden nicht beobachtet. In Tierstudien zeigten sich frucht-
schadigende Effekte nur bei maternal toxischen Dosen [199, 200, 205, 207].

Toxikokinetik und Metabolismus

Diclofenac wird oral rasch und vollstandig resorbiert. Die Bioverfugbarkeit betragt
wegen eines ausgepragten First-Pass-Effektes in der Leber nur ca. 50 %-60 %. Diclo-
fenac akkumuliert in der Synovialflissigkeit, die Eliminationshalbwertszeit ist dort
deutlich langer als im Plasma. Die Metabolisierung von Diclofenac erfolgt teilweise
durch Glukuronidierung der Muttersubstanz, aber vorwiegend durch Hydroxylierung
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(Hauptmetabolit: 4'-Hydroxydiclofenac, weiterhin 5-Hydroxydiclofenac und 4'-5-
Dihydroxydiclofenac). In geringerem Umfang erfolgt eine anschlieliende Methoxy-
lierung zu 3'-Hydroxy-4'-methoxydiclofenac. Die phenolischen Metabolite werden
weitgehend glukuronidiert (meist an der Carboxylgruppe der Phenylessigsaure-
gruppe) oder sulfatiert (meist an der 4'-Hydroxygruppe).

50%-70% der applizierten Dosis werden in Form von (Uberwiegend konjugierten)
Metaboliten Uber den Urin ausgeschieden, weniger als 1% davon als Muttersubstanz.
5%-10% stellen Konjugate der Muttersubstanz dar, Konjugate von 4'-Hydroxydiclo-
fenac reprasentieren beim Menschen 20 %—-50 % der verabreichten Dosis (in anderen
Spezies geringer). Die anderen Hydroxymetabolite und deren Glukuronide entstehen
je zu etwa 5%—-20%. 30%—-35% der verabreichten Dosis werden als Metaboliten mit
der Galle in Fazes eliminiert (10%-20% 4'-Hydroxydiclofenac-Konjugate, 5%-6 %
Konjugate der anderen Hydroxymetabolite und 1%-5% Diclofenac-Konjugate). Die
Metabolite werden im Urin meist mit Halbwertszeiten von 1 h—3 h ausgeschieden,
lediglich das 3'-Hydroxy-4'-methoxydiclofenac wird langsamer ausgeschieden [196,
202, 207, 208].

Zusatzlich zu den o.g. Metaboliten wurde in Ratten nach i.p. Gabe und auch in
menschlichen Hepatozyten bzw. Mikrosomen in vitro die Entstehung von Glutathion-
(GSH)-addukten gezeigt, welche allem Anschein nach aus p-Benzochinonimin-Deri-
vaten von Hydroxydiclofenac-Metaboliten entstehen (5-Hydroxy-4-(glutathion-S-yl)-
diclofenac, 4'-Hydroxy-3'-(glutathion-S-yl)-diclofenac, 5-Hydroxy-6-(glutathion-S-yl)-
diclofenac [208, 209]. Erst kurzlich wurde ein weiteres Stoffwechselprodukt, 4'-Hydro-
xy-2'-glutathion-deschlorodiclofenac identifiziert [210].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

4'-Hydroxydiclofenac besitzt etwa 3 % der antiinflammatorischen Wirkung der Mutter-
substanz, 3'-Hydroxydiclofenac ist noch weniger aktiv. Die anderen Metabolite sind
pharmakologisch unwirksam [196, 207].

Die akute Toxizitat der Metabolite ist geringer als die der Muttersubstanz. Die oralen
LD50-Werte in der Ratte sind [205]:

DiCIOfENAC.....cciii it 62,5 mg/kg
3'-Hydroxydiclofenac ............ccccoiiiiiiiiieiece e 774 mg/kg
4'-HydroxydiClOfENAC ...........evvuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieeveeeeaeaaaes 190 mg/kg
5- Hydroxydiclofenac..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 1430 mg/kg
4'-5-Dihydroxydiclofenac ............ccccceeeiiiiiiiiiiiieeee 1000 mg/kg

Fur hepatotoxische Nebenwirkungen werden die o0.g. p-Benzochinonimine des
Diclofenacs angesehen, welche kovalent an Hepatozytenproteine binden kdnnen.
Allerdings wird eine relevante Bildung dieser reaktiven Spezies nur bei hoher
Cytochrom P450-Aktivitat in Kombination mit niedrigen Aktivitaten kompetierender
Stoffwechselpfade und bei Depletion von entgiftendem GSH sowie anderen reduzie-
renden Agenzien vermutet [208, 209].
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Weitere Informationen zur Toxizitat (inkl. Gentoxizitat) liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite des Diclofenac sind pharmakologisch praktisch inaktiv und weisen
eine geringere akute Toxizitat als die Muttersubstanz auf. Evtl. kdnnen in der Umwelt
durch reduktive Prozesse die Oxidationsprodukte gespalten werden, so dass die
Muttersubstanz ruckgebildet wird.

Potenziell ist bei den reaktiven Benzochinonimin-Stoffwechselprodukten eine starke
zytotoxische Wirkung zu unterstellen, jedoch scheint eine relevante Bildung dieser
Intermediate nur bei hohen Dosen relevant zu sein.

Diclofenac wurde haufig in Oberflachengewassern und Klaranlagen nachgewiesen.
Die Abbauraten in Klaranlagen lagen bei 16 %—70 %. Diclofenac wird durch Ozonung
und CIlO;-Behandlung effektiv oxidiert [197, 198, 201, 203, 204]. Zu Metaboliten
liegen uns keine Angaben vor.
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Stoffdossier Fenofibrat

Tab. 46: Fenofibrat und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Fenofibrat 49562-28-9
Metabolite

Fenofibrinsadure 42017-89-0

Glukuronid der Fenofibrinsaure

Pharmakologie und Toxizitat von Fenofibrat

Fenofibrat ist ein Lipidsenker. Die Ubliche Tagesdosis ist 50 mg—200 mg. Fenofibrat
ist ein Prodrug, der eigentliche Wirkstoff ist die Fenofibrinsdure. Gelegentlich wurden
gastrointestinale Beschwerden, Myopathien und Hautreaktionen, auch Photosensibili-
sierung berichtet, seltener kommt es zu Leberfunktionsstérungen und Hepatitis. In
Tierstudien wurden embryoletale und teratogene Effekte berichtet [211, 213, 217].

Fenofibrat induziert wie andere Lipidsenker durch Aktivierung der Peroxisome Proli-
ferator-Activated Receptors (PPARs) eine Peroxisomenproliferation in Leberzellen.
Diese wird als Ursache der in Ratten und Mausen vermehrt auftretenden Lebertumo-
re nach Exposition gegenuber verschiedenen Lipidsenkern und Phthalaten angese-
hen. Peroxisomenproliferation wird beim Menschen nicht bzw. nur in sehr geringem
Umfang beobachtet. Eine direkte Gentoxizitat ist offensichtlich nicht gegeben. Feno-
fibrat fihrt jedoch zu erhéhten Wasserstoffperoxid-Konzentrationen in Leberzellen,
was potenziell zu oxidativen DNA-Schaden flhren kdnnte [215, 220, 212, 214, 218].

Toxikokinetik und Metabolismus

Fenofibrat wird oral schnell und nahezu vollstandig resorbiert, wenn es zusammen
mit Mahlzeiten eingenommen wird (bei leerem Magen weniger effizient). Es erfolgt
eine schnelle Hydrolyse zum aktiven Wirkstoff Fenofibrinsaure, im Plasma ist prak-
tisch kein Fenofibrat nachzuweisen. Im Organismus wird aus Fenofibrinsadure das
Glukuronsaurekonjugat gebildet. Ein relevanter oxidativer Metabolismus findet offen-
sichtlich nicht statt. Eine Arbeit [214] beschreibt einen weiteren Metaboliten mit redu-
zierter Carbonylgruppe bei in vitro-Exposition von Hepatozyten. Fenofibrat wird weit-
gehend in Form der freien Saure und des Glukuronids ausgeschieden, zu 60 %—-80 %
mit dem Urin, in Fazes finden sich bis zu 25 % der verabreichten Dosis [211, 217].
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Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Fenofibrinsaure besitzt nach den vorliegenden Daten vergleichbare pharmakologi-
sche und toxische Eigenschaften wie die Muttersubstanz [215, 220, 212, 214, 218].
Es handelt sich vor allem um die peroxisomenproliferierende Wirkung. Direkte Muta-
genitat ist nach den vorliegenden Daten nicht von Relevanz.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Fenofibrinsaure weist vergleichbare pharmakologische und toxische Eigenschaften
wie die Muttersubstanz auf.

Fenofibrat war im Ablauf von Klaranlagen und in FlieRgewassern in Deutschland
meist nicht nachweisbar. Fenofibrinsaure wurde in Klaranlagenablaufen in Konzentra-
tionen von 0,38 ug/L (Median) und in Flissen in Konzentrationen von 0,045 pg/L
(Median) gefunden [219].
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Stoffdossier lbuprofen

Tab. 47: lbuprofen und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Ibuprofen 15687-27-1
Metabolite

2-Hydroxy-lbuprofen 51146-55-5
und Konjugate

2-Carboxy-lbuprofen 15935-54-3
und Konjugate

2-Phenylpropanséaure (Hydratropsaure) 492-37-5

Pharmakologie und Toxizitat von Ibuprofen

Ibuprofen ist ein Medikament mit antiphlogistischer, antirheumatischer, antipyreti-
scher und analgetischer Wirkung. Die chirale Substanz kommt meist als Racemat in
den Handel. Nur das (S)-Enantiomer ist pharmakologisch wirksam, die (R)-Form wird
im Korper zum Teil in die (S)-Konfiguration umgewandelt, aber nicht umgekehrt [225].
Empfohlene Dosierungen sind 1200 mg/d-1800 mg/d. Bei 5%—-15% der Patienten
wurden gastrointestinale Nebenwirkungen beobachtet (Ubelkeit, Sodbrennen, Bauch-
schmerzen). Seltenere Nebenwirkungen sind Thrombozytopenie, Kopfschmerzen,
Schwindel, Sehstérungen und toxische Amblyopie. Die Muttersubstanz scheint nach
den vorliegenden Erkenntnissen nicht gentoxisch zu sein [221, 224, 225, 228].

Toxikokinetik und Metabolismus

Ibuprofen wird im Magen-Darm-Trakt, vorwiegend im oberen Dunndarm, rasch und
nahezu vollstandig (Uber 80 %) resorbiert. Die Elimination erfolgt hauptsachlich als
Metabolite Uber den Harn (beim Menschen 43% 2-Hydroxy-lbuprofen und 26 % 2-
Carboxy-Ibuprofen bzw. deren nicht naher spezifizierte Konjugate sowie geringe
Mengen an 1- und 3-Hydroxy-lbuprofen und Spuren von 2-Phenylpropansaure). Ca.
14 % werden als konjugiertes Ibuprofen und nur 1% als unverandertes Ibuprofen mit
dem Harn ausgeschieden, der Rest Uber die Galle mit dem Stuhl [221, 224, 225,
228, 231].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die Metabolite von Ibuprofen sind pharmakologisch unwirksam [221, 225]. Angaben
zur Gentoxizitdt der Metaboliten liegen nicht vor. Die Muttersubstanz scheint nach
den vorliegenden Erkenntnissen nicht gentoxisch zu sein [228].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Nach den vorliegenden, sparlichen Angaben scheinen die Metabolite von Ibuprofen
pharmakologisch deutlich weniger wirksam als die Muttersubstanz zu sein. Allerdings
besteht die Mdglichkeit, dass die im Organismus gebildeten Konjugate in der Umwelt
wieder gespalten werden, was zur Rickbildung der Muttersubstanz fihren wirde.
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In Oberflachengewassern wurden die Ibuprofen-Metabolite z.T. in héheren Konzen-
trationen als die Muttersubstanz nachgewiesen, wobei Hydroxy-Ibuprofen meist, aber
nicht in allen Fallen, in hoheren Konzentrationen als Carboxy-Ibuprofen vorlag. Ibu-
profen und Carboxy-lbuprofen werden in der Klaranlage weitgehend abgebaut,
Hydroxy-lbuprofen nur in geringem Umfang [222, 223, 227, 229, 230, 232, 231].

Ibuprofen wird durch Ozonung nur wenig und durch ClO»-Behandlung nicht abge-
baut [226].
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Stoffdossier Isosorbiddinitrat

Tab. 48: Isosorbiddinitrat und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Isosorbiddinitrat 87-33-2
Metabolite

Isosorbid-2-mononitrat 16106-20-0
Isosorbid-5-mononitrat 16051-77-7
Isosorbid-5-mononitrat-2-glukuronid 32871-20-8
Isosorbid 652-67-5
Sorbid

Pharmakologie und Toxizitat von Isosorbiddinitrat

Isosorbiddinitrat ist ein Vasodilatator, welcher vor allem zur Behandlung von ischami-
schen Herzkrankheiten und deren Prophylaxe eingesetzt wird. Die Ubliche Tages-
dosis fur Langzeittherapie ist 30 mg—-120 mg. Haufige Nebenwirkungen sind Kopf-
schmerzen zu Beginn der Behandlung, weiterhin Blutdruckabfall, Schwindel, Gleich-
gewichtsstérungen, Schwéachegefiihl, Ubelkeit und Erbrechen. Angaben zu gentoxi-
schen oder kanzerogenen Effekten liegen nicht vor. In Tierstudien wurden bei hohen
Dosen embryotoxische Effekte beobachtet [234, 235, 236, 237].

Toxikokinetik und Metabolismus

Isosorbiddinitrat wird rasch und nahezu vollstandig resorbiert. Aufgrund eines effek-
tiven First-Pass-Effektes ist die Bioverfugbarkeit bei oraler Gabe von Tabletten nur
ca. 20%-30%, bei sublingualer Aufnahme ist sie ca. 40%-60%. Isosorbiddinitrat
wird durch Denitrierung rasch zu Isosorbid-2-mononitrat (15 %-25%) und Isosorbid-
5-mononitrat (75%—-85%) metabolisiert, die Halbwertszeit im Organismus ist etwa
1 h. Isosorbid-5-mononitrat zeigt keinen First-Pass-Effekt, wird aber in der Leber zu
etwa 50 % zu Isosorbid metabolisiert. Hauptmetabolite sind beim Menschen Isosorbid
und dessen Glukuronid. Isosorbid-5-mononitrat wird im Gegensatz zu Isosorbid-2-
mononitrat ebenfalls in relevantem Umfang glukuronidiert. Es entsteht auch Sorbid.
Die Muttersubstanz wird im Urin nur in Spuren nachgewiesen. Die Metabolite werden
fast ausschlielich GUber dem Urin ausgeschieden [234, 235, 236].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Beide Mononitrate sind pharmakologisch aktiv, vor allem das Isosorbid-5-mononitrat,
welches auch selbst als Vasodilatator eingesetzt wird. Die anderen Metabolite sind
nicht gefallerweiternd. Isosorbid-5-mononitrat verursachte in Tierstudien bei hohen
Dosen eine erhohte Anzahl von Totgeburten sowie vermehrte postnatale Mortalitat.
Isosorbid-5-mononitrat zeigte in allen vorliegenden Untersuchungen zur Gentoxizitat
bei "biologisch relevanten Konzentrationen" (keine Aussagen Uber hohere Dosen)
negative Ergebnisse (Ames-Test, Tests auf Genmutationen in Mauslymphomzellen,
Chromosomenaberrationen in humanen Lymphozyten sowie Mikronukleustest in der
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Maus). Isosorbid-5-mononitrat war in einer Langzeitstudie an Ratten nicht kanzero-
gen [234, 235, 236].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Unter den Metaboliten sind die beiden Mononitrate pharmakologisch wirksam. Eine
Ruckreaktion der Glukuronide zu den Ausgangssubstanzen ist denkbar. Angaben zu
Umweltvorkommen wurden nicht gefunden.
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Stoffdossier Levodopa

Tab. 49: Levodopa und Metabolite

Levodopa 59-92-7
Dopamin 51-61-6
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) 102-32-9
3-Methoxy-4-hydroxyphenylessigsaure (Homovanillinsédure) 306-08-1
3-0O-Methyldopa 300-48-1

Pharmakologie und Toxizitat von Levodopa und Kombinationspraparaten

Levodopa ist ein Medikament zur Behandlung von Morbus Parkinson und verwandten
Krankheitsbildern. Es wird meist in Kombination mit Carboxylasehemmern (z.B.
Carbidopa oder Benserazid, im Verhaltnis Levodopa:Carbidopa 4:1 bis 10:1) einge-
setzt. Der nicht ZNS-gangige Carboxylasehemmer dient dabei der Inhibition der peri-
pheren Decarboxylierung des Prodrugs Levodopa zu Dopamin und damit einer
erhodhten Verfligbarkeit im Gehirn, wo der Stoffwechsel nicht inhibiert wird. Die Ubli-
che Tagesdosis ist 300 mg-1600 mg Levodopa und 75 mg—400 mg Carbidopa. Levo-
dopa verursacht Ubelkeit, Erbrechen und Anorexie vor allem bei Gabe von Dosen
von weniger als 70 mg Carbidopa. Bei langerer Anwendung kommt es haufig zu
motorischen Stérungen (unkontrollierte Bewegungen) und anderen neurologischen
Effekten (u.a. Unruhe, Aufmerksamkeitsstorungen, Mudigkeit und Angstgefiihle).
Seltener treten starkere gastrointestinale Effekte, Hyperventilation, Leberfunktions-
stérungen und Blutdruckabfall auf. Levodopa war im Ames-Test und hinsichtlich der
Induktion von Genmutationen in Hamsterzellen in vitro schwach mutagen. Weitere
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Daten zu mutagenen oder kanzerogenen Effekten liegen nicht vor. Levodopa verur-
sachte in Tierstudien teratogene Effekte [238, 239, 240, 241, 242].

Toxikokinetik und Metabolismus

Levodopa wird oral schnell und nahezu vollstandig systemisch aufgenommen, wobei
gleichzeitige Nahrungsaufnahme die Resorption erhdht. Carbidopa wird zu
40%-70% resorbiert. Die Plasmahalbwertszeit von Levodopa wird durch Carbidopa
erhoht. Levodopa wird bereits teilweise im Magen und im Darm metabolisiert, zusatz-
lich findet ein First-Pass-Effekt in der Leber statt. Insgesamt wurden mehr als 30
Metabolite identifiziert. Mehr als 95% der verabreichten Dosis werden zu Dopamin
decarboxyliert, was durch gleichzeitige Gabe von Carbidopa verlangsamt stattfindet.
Weiterhin findet O-Methylierung zu 3-Methoxy-4-hydroxyphenylessigsaure (Homo-
vanillinsaure, HVA) statt. Dopamin wird weiter zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
(DOPAC) metabolisiert. Diese Metabolite werden mit dem Urin ausgeschieden
(zusammen 80 %-85 % der verabreichten Dosis, ca. 50% als DOPAC und 13 %-42%
als HVA). Neben dem Metaboliten Dopamin werden auch geringe Mengen an Norepi-
nephrin, Epinephrin (Adrenalin), 3-Methoxytyramin und 3-O-Methyldopa (O-Methylie-
rung) gebildet. Die Muttersubstanz findet sich im Urin nur in Spuren, weiterhin werden
auch geringe Mengen an Vanillmandelsaure gefunden. Allerdings vermindert sich bei
gleichzeitiger Gabe von Carboxylasehemmern die Ausscheidung der Levodopa-
Metabolite und die der Muttersubstanz steigt auf bis zu 7% der verabreichten
Dosis [238, 239, 241, 242, 244].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Der Wirkungsmechanismus von Levodopa ist unklar, vermutlich wirkt es durch die
Erhdhung des Dopaminspiegels im Gehirn. Somit ist Dopamin als pharmakologisch
aktiver Wirkstoff anzusehen, die anderen Metabolite sind nach den vorliegenden
Angaben inaktiv [238, 239, 242]. Weitere Angaben liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Dopamin ist vermutlich der pharmakologisch aktive Metabolit von Levodopa, die
anderen Metabolite scheinen inaktiv. Angaben zu Umweltvorkommen wurden nicht
gefunden.
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Stoffdossier Lincomycin

Tab. 50: Lincomycin und Metabolite

Lincomycin 154-21-2
Lincomycinhydrochlorid 859-18-7
(bzw. Monohydrat) (bzw. 7179-49-9)

Lincomycinglukuronid
N-Demethyllincomycin
Lincomycinsulfoxid

Pharmakologie und Toxizitat von Lincomycin

Lincomycin ist ein Antibiotikum, das vor allem Anwendung in der Veterinarmedizin fin-
det. Es ist dem Clindamycin strukturell verwandt, weist aber geringere Wirksamkeit
auf. Die Ubliche Tagesdosis ist 10 mg/kg—25 mg/kg. Nebenwirkungen sind gastroin-
testinale Stérungen (Ubelkeit, Gastroenteritis, Erbrechen, Diarrhé), Hautrétungen und
Urtikaria, jedoch selten mit allergischem Hintergrund. Bei Pferden und Wiederkauern
wurde auch das Auftreten von Laryngealabszessen beobachtet. Bei hoher Dosierung
kam es zu Depression, Schwache und schwankendem Gang. Lincomycin war bei
in vitro und in vivo-Studien Uberwiegend nicht gentoxisch und in einer Langzeitstudie
an Ratten nicht kanzerogen. In einer von mehreren Studien an Ratten wurden
embryoletale, aber durchgangig keine teratogenen Effekte beobachtet [246, 247,
250].

Toxikokinetik und Metabolismus

Die Resorption nach oraler Gabe ist 30%-50%, sie wird durch gleichzeitige Nah-
rungsaufnahme vermindert. Nach Lincomycin-Exposition wurden insgesamt 16 Meta-
bolite identifiziert. Die Hauptmetabolite sind N-Desmethyllincomycin und Lincomycin-
sulfoxid. 40% der verabreichten Dosis wurden bei Hund und Mensch als Mutter-
substanz ausgeschieden, Konjugation (Glukuronidierung oder Sulfatierung) wurde
dort nicht beobachtet, jedoch in anderen Spezies. Bei Ratte und Schwein wurden
80%—-95% einer Dosis Uber Fazes eliminiert. Auch die Metabolite werden tUber Urin,
Galle und Fazes ausgeschieden [247, 250].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

N-Desmethyllincomycin und Lincomycinsulfoxid weisen eine 15-100fach geringere
antibakterielle Aktivitat auf als die Muttersubstanz, die anderen Metabolite sind
vermutlich unwirksam [250].
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Informationen zur Toxizitat der Metabolite liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite von Lincomycin sind im Vergleich zur Muttersubstanz pharmakolo-
gisch deutlich weniger aktiv bzw. inaktiv.

Lincomycin wurde in Oberflachengewassern in ca. 20% der untersuchten Proben
nachgewiesen, es liegen jedoch nur wenige Daten vor, Median 0,06 ug/L; max.
0,73 pg/L [245, 248, 249].
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Stoffdossier Metamizol

Tab. 51: Metamizol und Metabolite

Metamizol 50567-35-6
Metamizol, Natriumsalz 68-89-3
Metamizol, Natriumsalz, Monohydrat 5907-38-0
]
4-N-Methylaminoantipyrin (MAA) 519-98-2
4-Aminoantipyrin (AA) 83-07-8
4-N-Acetylaminoantipyrin (AAA) 83-15-8
4-N-Formylaminoantipyrin (FAA) 1672-58-8
4-(N-Nitroso-N-methyl)aminoantipyrin (NMAA) 73829-38-6

Pharmakologie und Toxizitat von Metamizol

Metamizol wird als Analgetikum, Antipyretikum und Antirheumatikum eingesetzt. Die
Tagesdosis ist 1000 mg-3000 mg. Gelegentliche Nebenwirkungen waren Blutdruck-
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abfall und gastrointestinale Beschwerden, selten hamatologische Veranderungen
(Thrombozytopenie, Agranulazytose) und lebensbedrohliche Analgetika-Intole-
ranz [251, 258, 262].

Metamizol bzw. das korrespondierende Natriumsalz ist ein Prodrug. Der aktive Wirk-
stoff ist 4-N-Methylaminoantipyrin (MAA).

Metamizol war im Ames-Test in verschiedenen Salmonella-Stammen schwach oder
nicht mutagen und verursachte Chromosomenmutationen in Hamsterzellen in vitro.
Es bewirkte in vivo im Knochenmark von Mausen Schwesterchromatidaustausche
und in der Leber von Mausen unterschiedlicher Stamme die vermehrte Bildung von
Tumoren. In Ratten war die Substanz nicht kanzerogen, jedoch nach Diethylnitros-
amin-Initiation tumorpromovierend in der Rattenleber [255, 256, 259, 260].

Toxikokinetik und Metabolismus

Die Resorption erfolgt rasch und nahezu vollstandig. Der aktive Wirkstoff 4-N-Methyl-
aminoantipyrin (MAA) entsteht bereits im Magen. MAA wird weiter zu 4-Aminoanti-
pyrin (AA), welches ebenfalls pharmakologisch wirksam ist, sowie 4-N-Acetylamino-
antipyrin (AAA) und 4-N-Formylaminoantipyrin (FAA) metabolisiert. Etwa 60 %-70%
einer verabreichten Dosis werden mit Halbwertszeiten von 3 h—-10 h Uber den dem
Urin ausgeschieden (AAA 26 %-30%, FAA 23%, MAA 7% und AA 6%), wobei bei
alteren Personen und Personen mit Leber- oder Nierenschaden die Ausscheidung
verlangsamt ist [251, 252, 258]. Es entstehen in geringem Umfang auch nitrosierte
Metabolite, die im Urin nachgewiesen werden konnten, z.B. N-Nitroso-N-methyl-
aminoantipyrin (NMAA) [261].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

MAA ist der pharmakologisch wirksame Metabolit des Metamizol, AA ist ebenfalls,
aber schwacher wirksam, die restlichen Metabolite werden als pharmakologisch
inaktiv angesehen [251, 252, 258].

Bei der akuten Toxizitat erwies sich MAA als am wenigsten und AA als am starksten
toxisch, die Muttersubstanz lag in der Wirkstarke zwischen diesen beiden Metaboli-
ten, Basis orale LD50-Werte, Maus [257]:

Metamizol-Na........cccuuiiiiiiiie e 2891 mg/kg
A A e 7000 mg/kg
A A et —————————————————————————————————————————— 800 mg/kg

Gentoxizitat und Kanzerogenitat: Metamizol war im Ames-Test in verschiedenen
Salmonella-Stammen schwach oder nicht mutagen und verursachte Chromosomen-
mutationen in Hamsterzellen in vitro. Es bewirkte in vivo im Knochenmark von Mau-
sen Schwesterchromatidaustausche und in der Leber von Mausen unterschiedlicher
Stamme die vermehrte Bildung von Tumoren. In Ratten war die Substanz nicht
kanzerogen, jedoch tumorpromovierend in der Rattenleber. Der Metabolit AA war im
Ames-Test mutagen in TA97 (mit und ohne metabolische Aktivierung, nicht aber in
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anderen Stammen) [255, 256, 259, 260]. Zu den anderen Metaboliten lagen keine
entsprechenden Untersuchungen vor.

Die Metamizol-Metabolite kdnnen in Gegenwart von Nitrit im Organismus nitrosiert
werden und wurden auch als Ausscheidungsprodukt beim Menschen im Urin (und
auch im Speichel) identifiziert. Nach Gabe von 500 mg Metamizol wurde eine
Gesamtausscheidung von ca. 400 pg N-Nitroso-N-methylaminoantipyrin (NMAA) im
Urin gemessen [261]. Nitrosamine sind als potenziell gentoxische und kanzerogene
Substanzen zu betrachten. NMAA war im Ames-Test mutagen (TA100, nur mit meta-
bolischer Aktivierung, nicht in TA98) und erbrachte im Test auf Chromosomenaberra-
tionen in Hamsterlungenzellen in vitro ein fragliches Resultat [254, 260]. Allerdings
hat sich NNAA im Tierversuch nicht als kanzerogen erwiesen [261].

4-Nitrosoantipyrin, das Oxidationsprodukt von AA, war im Ames-Test in mehreren
Stammen — ohne metabolische Aktivierung — mutagen [259].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Metamizol ist ein Prodrug. Der Primarmetabolit von Metamizol, MAA, ist der
pharmakologisch aktive Wirkstoff und wird weiter zu weniger wirksamen bzw.
pharmakologisch unwirksamen Substanzen verstoffwechselt. Die akute Toxizitat des
AA ist hoher als die von MAA oder der Muttersubstanz. AA ist mutagen, ebenso
nitrosierte Metabolite, welche im Organismus in Gegenwart von Nitrit entstehen.

AAA und FAA wurden in Abwasser, Klaranlagenablauf und Oberflachengewassern im
Verhaltnis 1:3 nachgewiesen: Summe ca. 3 ug/L im Klaranlagenablauf; in Flissen
Median 0,12 yg/L. Zu den anderen Metaboliten des Menschen, die in geringeren
Mengen ausgeschieden werden, liegen keine Daten vor [251, 253; 262].
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Stoffdossier Metformin

Tab. 52: Metformin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Metformin 657-24-9
Metforminhydrochlorid 1115-70-4
Metabolite

keine Humanmetabolite bekannt

Pharmakologie und Toxizitat von Metformin

Metformin ist ein Antidiabetikum fur die Behandlung von Typ 2 (nicht-insulinabhangi-
gem) Diabetes mellitus, welches seine Wirksamkeit durch einen vermehrten zellula-
ren Glukoseverbrauch, eine Zunahme der Insulin-Rezeptoren-Anzahl, eine Hemmung
der Gluconeogenese in der Leber sowie auf eine verminderte Glukoseresorption
durch den Darm entfaltet. Es wirkt nicht hypoglykdmisch, da es keine Freisetzung von
Insulin aus dem Pankreas verursacht. Metformin senkt beim Menschen die Blut-
spiegel von Cholesterin und Triglyceriden — zudem besitzt es fibrinolytische Eigen-
schaften. Ubliche Tagesdosen sind 0,5 g bis maximal 2,5 g. Ubliche Nebenwirkungen
sind, vor allem bei Behandlungsbeginn, gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit,
Erbrechen, Durchfalle, Blahungen, Bauchschmerzen oder -krampfe, welche bei hoher
Dosierung in bis zu 50% der Falle auftreten. Bei einschleichender oder langerer
Behandlung vermindern sich diese Nebenwirkungen. Die intestinale Aufnahme von
Vitamin B12 und Folat kann gehemmt werden. In seltenen Fallen treten Uberempfind-
lichkeitsreaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schock auf. In vereinzelten Fallen
wurden Leukopenien und Thrombopenien beobachtet. Bei Patienten mit Nieren-
funktionsstérungen kann Akkumulation mit nachfolgender metabolischer Azidose
auftreten.

In Tierstudien waren bei Dosen bis 600 mg-kg-1-d-1 (ca. das 2fache der maximalen
Tagesdosis des Menschen) keine schadlichen Effekte auf die Nachkommen ersicht-
lich. Es wurde aber in der Muttermilch nachgewiesen. Begrenzt aussagekraftige
Humanstudien kommen hinsichtlich erhdhter Sterblichkeit und des vermehrten Auftre-
tens von kongenitalen Fehlbildungen zu widersprichlichen Aussagen. Metformin
wirkte bei in vitro-Studien (Ames-Test, Untersuchung auf Mutagenitat bzw. Chromo-
somenschaden in Saugerzellen) sowie in einem Mikronukleustest in der Maus in vivo
nicht gentoxisch. In Kanzerogenitatsstudien an Ratten und Mausen wurden als einzi-
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ger Effekt in weiblichen Ratten bei der héchsten Dosis (900 mg-kg-1-d-1, ca. das
3fache der maximalen Tagesdosis des Menschen) vermehrt gutartige stromale
Uteruspolypen beobachtet [264, 265, 267, 268, 269].

Toxikokinetik und Metabolismus

Ungefahr 50% der oral verabreichten Dosis sind systemisch verfligbar, wobei die
Bioverfugbarkeit mit zunehmender Dosis abnimmt. Die Plasmahalbwertszeit bei
normaler Nierenfunktion liegt bei 1,5 h—2 h. Metformin wird im K&rper nicht metaboli-
siert [265, 267, 269].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Es sind keine Daten vorhanden.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Metformin stellt aufgrund des hohen Verbrauchs und der unveranderten Ausschei-
dung durch den Menschen ein Umweltrisiko dar [264]. Ein kanadischer Bericht zitiert
Konzentrationen im Klaranlagenablauf von 0,245 ug/L-0,409 ug/L [266] (keine weite-
ren Details). Weitere Angaben zum Vorkommen von Metformin in Gewassern wurden
nicht gefunden.

Erganzende Information zu Transformationsprodukten

Mit Guanylharnstoff (Guanylurea, CAS-Nr. 141-83-3) konnte im IUK vor kurzem ein
stabiles bakterielles Transformationsprodukt des Metformin identifiziert werden [270].
Mittlerweile konnten wir diesen Stoff bereits im Klaranlagenablauf nachweisen (noch
nicht publizierte Ergebnisse).
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Stoffdossier Metoprolol

Tab. 53: Metoprolol und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Metoprolol 37350-58-6; 51384-51-1
Metabolite

o-Hydroxymetoprolol 56392-16-6
O-Demethylmetoprolol 62572-94-5
Metoprololsaure 56392-14-4
deaminiertes Metoprolol 56392-15-5
2-hydroxy-3-[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]-Propanolsaure

potenziell: N- Nitrosometoprolol 134720-05-1

Pharmakologie und Toxizitat von Metoprolol

Metoprolol (als Tartrat oder Succinat erhatlich) ist ein B4-adrenerger Antagonist. Die
Tagesdosis ist 100 mg. Die chirale Substanz kommt meist als Racemat in den
Handel. Das (S)-Enantiomer hat eine ca. 500fach hohere Affinitat zu p-adrenergen
Rezeptoren als die (R)-Form. Als haufigere Nebenwirkungen sind Kurzatmigkeit,
Mudigkeit und Schwindel sowie gastrointestinale Beschwerden, Schlaflosigkeit und
Depression beschrieben. Metoprolol war in allen durchgeflhrten Tests nicht mutagen
(keine naheren Angaben). In chronischen Studien verursachte Metoprolol in Swiss-
Mausen benigne Lungenadenome, nicht aber in CD1-Mausen oder Ratten. In Kanin-
chen verursachte Metoprolol bei Dosen von 64 mg-kg=1-d-1 leichte Embryoletalitat
und postnatale Sterblichkeit [273, 274, 276, 277].

Toxikokinetik und Metabolismus

Metoprolol wird nach oraler Aufnahme nahezu vollstandig aus dem Darm resorbiert.
Die Metabolisierung erfolgt Uberwiegend oxidativ in der Leber. Aufgrund eines effek-
tiven First-Pass-Effektes ist die Bioverfluigbarkeit nur ca. 40 %-50 %.

5%-10% der verabreichten Dosis werden beim Menschen in Form der Muttersub-
stanz und bis ca. 90 % in metabolisierter Form tUber den Urin eliminiert. 3 Metabolis-
muswege sind bekannt: Durch O-Demethylierung wird das O-Demethylmetoprolol
gebildet, welches via Seitenkettenoxidation zu Metoprololsdure weiterreagiert
(60%-65% der verabreichten Dosis). Durch a-Hydroxylierung der Methoxyethyl-
gruppe entsteht zu ca. 10% das a-Hydroxymetoprolol und durch oxidative Deaminie-
rung der Seitenkette zu ebenfalls ca. 10% das deaminierte Metoprolol, 2-hydroxy-3-
[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]Propanolsaure. Aufgrund genetischer Polymorphismen
des fur Metoprolol stoffwechselrelevanten CYP2D6-Allels (schnelle und langsame
Hydroxylierer) werden deutliche Interspeziesunterschiede in der Pharmakokinetik
beobachtet [274, 276, 277, 278].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Vergleichbare Angaben zur akuten Toxizitat (LD50, Hund intravends) zeigen, dass
die Muttersubstanz die hochste toxische Wirkung aufweist:
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LY (o] o] o] (o] 60 mg/kg
O-Demethylmetoprolol:............oooiiiiiiiiieiieeee s 150 mg/kg
o-Hydroxymetoprolol: ... 200 mg/kg
MetoprolOISAUrE:........uuueic e >500 mg/kg
deaminiertes Metoprolol: ..., >500 mg/kg

Die beiden Metabolite o-Hydroxymetoprolol und O-Demethylmetoprolol weisen
pharmakologische Wirksamkeit auf, jedoch schwacher als die Muttersubstanz (ED50-
Werte um den Faktor 2-10 hoher, je nach getestetem Endpunkt) [276, 277].

Metoprolol war in allen durchgeflhrten Tests nicht mutagen (keine néaheren Anga-
ben). In chronischen Studien verursachte Metoprolol in Swiss-Mausen benigne
Lungenadenome, nicht aber in CD1-Mausen oder Ratten. In Kaninchen verursachte
Metoprolol bei Dosen von 64 mg-kg-1-d-1 leichte Embryoletalitdt und postnatale
Sterblichkeit [276]. Wegen der intensiven Metabolisierung kénnen diese Befunde
auch fur die Metabolite als relevant gewertet werden.

Ein moglicher Metabolit ist das N-Nitrosometoprolol, das im Organismus in Gegen-
wart von Nitrit gebildet werden konnte. Eine Entstehung dieses Metaboliten wurde
aber in vivo noch nicht gezeigt. N-Nitrosometoprolol verursachte in vitro in mensch-
lichen und Ratten-Hepatozyten DNA-Fragmentierung und unplanmaflige DNA-Syn-
these und in vivo in Ratten Induktion von Mikronuklei in Hepatozyten, nicht aber im
Knochenmark oder der Milz. Aus den Unterschieden der Wirkstarken in vitro und
in vivo wurde auf eine Detoxifikation in vivo geschlossen [275].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite von Metoprolol sind akut geringer toxisch und teilweise pharmakolo-
gisch wirksam, jedoch ebenfalls schwacher als die Muttersubstanz. Es besteht die
Madglichkeit, dass die im Organismus gebildeten Oxidationsprodukte in der Umwelt
wieder gespalten werden, so dass die Muttersubstanz rtuckgebildet wird. Ein poten-
zieller Metabolit, N-Nitrosometoprolol, ist gentoxisch.

Metoprolol wurde in Grundwasser, Klaranlagen (Zulauf und Ablauf, Abbau ca. 70 %)
und Oberflachengewassern nachgewiesen [271, 272], zu den Metaboliten liegen
keine Angaben vor.
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Stoffdossier Mycophenolsaure

Tab. 54: Mycophenolsaure und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Mycophenolsaure 24280-93-1
Mycophenolsaure, Natriumsalz 37415-62-6
Mycophenolsaure, Dinatriumsalz 23047-11-2
Mycophenolat-Mofetil 128794-94-5
Metabolite

Mycophenolsaureglukuronid

Pharmakologie und Toxizitat von Mycophenolséure

Das Mykotoxin Mycophenolsaure ist ein Immunsuppressivum, welches in Form von
Natriumsalzen oder Derivaten (Mycophenol-Mofetil, Prodrug 2-Morpholinoethylester
der Mycophenolsaure) zur Verhinderung von AbstoRungsreaktionen nach Organ-
transplantationen und bei der Behandlung von Morbus Crohn oder des systemischen
Lupus erythematosus verwendet wird. Die Ubliche Tagesdosis ist 1 g—3 g. Nebenwir-
kungen sind gastrointestinale Beschwerden, Blutungen des Magen-Darmtraktes,
hamatologische Veranderungen (Leukopenie) sowie als Folge der Immunsuppression
eine erhohte Anfalligkeit flr verschiedene opportunistische Infektionen und die Mog-
lichkeit der Bildung von Lymphomen sowie anderen Tumoren, insbesondere der
Haut. In Ubersichtsarbeiten wird Mycophenolsdure weder als mutagen noch als kan-
zerogen beschrieben, jedoch findet sich in einer alteren Arbeit ein Hinweis auf Muta-
genitat in Saugerzellen. Mycophenolsaure verursachte in Tierstudien auch in Abwe-
senheit maternaler Toxizitat teratogene Effekte [279, 280, 282, 283].

Toxikokinetik und Metabolismus

Im Organismus wird aus Mycophenolsaure vor allem das phenolische Glukuronid
gebildet, welches im Darm durch Mikroorganismen wieder gespalten werden kann.
Die Muttersubstanz wird dann in enterohepatischer Zirkulation riickresorbiert. Uber
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60 %—-87 % der verabreichten Dosis werden als Glukuronid mit dem Urin ausgeschie-
den, nur 1%-3% als Muttersubstanz [279, 280, 282].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Das Mycophenolsaureglukuronid ist pharmakologisch inaktiv. Weitere Angaben
liegen nicht vor. Aufgrund der moglichen Spaltung des Glukuronids im Organismus
sind die Eigenschaften der Muttersubstanz relevant [279, 282].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Der Hauptmetabolit, Mycophenolsaureglukuronid, ist pharmakologisch inaktiv, jedoch
ist eine Ruckbildung der Muttersubstanz in der Umwelt denkbar. Angaben zu Umwelt-
vorkommen wurden nicht gefunden.
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Stoffdossier Naftidrofuryl

Tab. 55: Naftidrofuryl und Metabolite

Naftidrofuryl 31329-57-4
Naftidrofuryloxalat 3200-06-4

Tetrahydro-alpha-(1-naphthalenylmethyl)-2-furanpropanoic
acid
2-(Diethylamino)ethanol 100-37-8

Pharmakologie und Toxizitat von Naftidrofuryl

Naftidrofuryl ist ein Vasotherapeutikum und wirkt Uber eine Steigerung des Kreislaufs
(durchblutungsfordernd wegen der Hemmung von Gefalverengung) und des Stoff-
wechsels. Es wird in u.a. in Form des Oxalats verabreicht. Die Ubliche Tagesdosis ist
400 mg-600 mg. In seltenen Fallen kommt es zu gastrointestinalen Beschwerden
(Magenbeschwerden, Ubelkeit, Erbrechen, epigastrische Schmerzen, Diarrhd). In
Einzelfallen wurden Effekte auf das Zentralnervensystem (Schwindel, Kopfschmer-
zen, Nervositat, Schlafstérungen) und Hautreaktionen beschrieben, weiterhin verein-
zelt Leberschadigung und Nephrolithiasis (Calciumoxalatsteine). Naftidrofuryl verur-
sachte in Kaninchen bei maternal toxischen Dosen eine Verminderung der Implan-
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tationsrate und der lebenden Nachkommen sowie eine Tendenz zu verzogerter Ossi-
fikation, jedoch keine teratogenen Effekte [285, 288].

Angaben zu gentoxischen oder kanzerogenen Effekten liegen nicht vor.

Toxikokinetik und Metabolismus

Naftidrofuryl wird oral rasch resorbiert und von plasmatischen Pseudocholinesterasen
verstoffwechselt. Als Hauptmetabolite im Urin des Menschen wurde das primare
Spaltprodukt Tetrahydro-beta-(1-naphthalenylmethyl)-2-furanpropionsaure und zwei
Stereoisomere der 3-(1-Naphthalenylmethyl)-tetrahydrofuran-2-on-5-propionsaure
identifiziert. Letztere entstehen aus dem Primarmetaboliten durch Oxidation des
Tetrahydrofuransystems, hydrolytische Ringéffnung des gamma-Butyrolactons und
anschlielende Bildung eines gamma-Butyrolactons mit der zweiten Carbonylgruppe.
Die Ausscheidung erfolgt z.T. in Form von Glukuroniden [285, 286].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Uber die pharmakologischen und toxischen Eigenschaften der Metabolite sowie zum
Umweltvorkommen liegen keine Daten vor.
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Stoffdossier Omeprazol

Tab. 56: Omeprazol und Metabolite

Omeprazol 73590-58-6

Omeprazole sodium [USAN] 95510-70-6

Metabolte
5-Hydroxymethylomeprazol 92340-57-3
3-Hydroxymethylomeprazol

Omeprazolsulfon 88546-55-8
Omeprazolsulfenamid 102332-89-8

Omeprazolsulfid 73590-85-9
Omeprazol-Carbonsaure 120003-84-1
5-0O-Desmethylomeprazol 151602-49-2
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Pharmakologie und Toxizitat von Omeprazol

Omeprazol reduziert durch eine Inhibition der H'/K*-ATPase (Protonenpumpe) die
gastrische Sauresekretion und wird zur Therapie von gastroésophagealem Reflux
und Magen-Darmgeschwuren eingesetzt. Die ubliche Tagesdosis ist 20 mg—120 mg.
Gelegentlich treten als Nebenwirkungen gastrointestinale Beschwerden, neurotoxi-
sche Symptome (Kopfschmerzen, Schwindel, Benommenheit etc.), Hautausschlag
(Urtikaria, Juckreiz) auf, seltener wurden Leberfunktionsstérungen oder hamatologi-
sche Veranderungen berichtet. In Tests auf Genmutationen in Bakterien und Sauger-
zellen in vitro wurden negative Ergebnisse erhalten. Hinsichtlich der vermehrten
Mikronukleusbildung sind die Ergebnisse in menschlichen Lymphozyten in vitro
widerspruchlich, in Ratten positiv. Omeprazol verursachte in vivo in der Leber und im
Knochenmark von Ratten Mikronuklei und induzierte in der Magenschleimhaut
unplanmaflige DNA-Synthese. In Langzeitstudien an Ratten wurde bei Gabe hoher
Dosen die Bildung von karzinoiden Tumoren des Magens beobachtet, welche auf
eine Hypergastrinamie zurickgefihrt werden, die auch beim Menschen auftreten
kann. In Teratogenitatsstudien an Ratten und Kaninchen wurden vermehrt Embryo-
letalitat, fetale Resorption und postnatale Entwicklungsverzégerungen, jedoch keine
Teratogenitat oder Fertilitatsstorungen beobachtet [290, 291, 292, 296, 298].

Toxikokinetik und Metabolismus

Omeprazol ist saureunbestandig und wird deshalb oral in magensaftresistenten
Kapseln verabreicht. Es wird dann im Dunndarm resorbiert. Die Bioverfugbarkeit
einer einzelnen oralen Dosis liegt bei ca. 35% und steigt nach wiederholter Applika-
tion auf 60 % an. Omeprazol wird vor allem in der Leber vollstandig metabolisiert. Der
Uberwiegende Teil der Metabolisierung erfolgt durch polymorphe Isoformen des
CYP2C19 zu 5-Hydroxyomeprazol, einem Hauptmetaboliten im Plasma. Dieser kann
auch glukuronidiert werden. Bestimmte Bevolkerungsgruppen (3 %-5% der 'Kauka-
sier') zeigen genetisch bedingt eine reduzierte Aktivitat dieses Isoenzyms (Langsam-
Metabolisierer, Mephenytoin-Polymorphismus). Weitere Metabolite sind 3-Hydroxy-
omeprazol, Omeprazolsulfon, Omeprazolsulfid, das zyklisierte Sulfenamid, 5-O-Des-
methylomeprazol und die aus dem Hydroxid durch Oxidation gebildete Carbonsaure.
70%-80% einer oral verabreichten Dosis werden als Metabolite Uber den Urin aus-
geschieden, der Rest Uber Galle und Fazes [289, 291, 294, 295, 298, 299].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Hinsichtlich der inhibierenden Wirkung auf die Sauresekretion zeigt keiner der Meta-
bolite pharmakologische Wirkung. Angaben zu toxischen Wirkungen, insbesondere
Gentoxizitat, liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite von Omeprazol sind pharmakologisch inaktiv. Weitere Daten zur
Toxizitat oder Angaben zu Vorkommen in der Umwelt liegen nicht vor.

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE



151

Literatur

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.
299.

Abeld A, Andersson TB, Antonsson M, Naudot AK, Skanberg I, Weidolf L: Stereoselec-
tive metabolism of omeprazole by human cytochrome P450 enzymes. Drug Metab Dis-
pos 2000;28:966-972

dmd.aspetjournals.org/cgi/content/full/28/8/966 (Abfragedatum Marz 2007)

AHFS: AHFS Pharmacologic-Therapeutic Classification. American Society of Health-
System Pharmacists 2007 www.ashp.org/mngrphs/ahfs/ (Abfragedatum Marz 2007)

Brunton LL, Lazo JS, Parker KL: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics. 11th ed. 2006, McGraw-Hill Companies, Inc. New York

Furihata C, Hirose K, Matsushima T: Genotoxicity and cell proliferative activity of ome-
prazole in rat stomach mucosa. Mutat Res 1991;262:73-76, zitiert nach NLM, 2007

Hofmann U, Schwab M, Treiber G, Klotz U: Sensitive quantification of omeprazole and
its metabolites in human plasma by liquid chromatography-mass spectrometry. J Chro-
matogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2006;831:85-90, zitiert nach NLM, 2007
Kanazawa H, Okada A, Matsushima Y, Yokota H, Okubo S, Mashige F, Nakahara K:
Determination of omeprazole and its metabolites in human plasma by liquid chromato-
graphy-mass spectrometry. J Chromatogr A 2002;949:1-9, zitiert nach NLM, 2007

Li XQ, Weidolf L, Simonsson R, Andersson TB: Enantiomer/enantiomer interactions
between the S- and R- isomers of omeprazole in human cytochrome P450 enzymes:
major role of CYP2C19 and CYP3A4. J Pharmacol Exp Ther 2005;315:777-787
ipet.aspetjournals.org/cgi/content/full/315/2/777 (Abfragedatum Marz 2007)

Martelli A, Mattioli F, Mereto E, Brambilla Campart G, Sini D, Bergamaschi G, Brambilla
G: Evaluation of omeprazole genotoxicity in a battery of in vitro and in vivo assays.
Toxicology 1998;130:29-41, zitiert nach NLM, 2007

NLM, U.S. National Library of Medicine: PubMed online 2007b
www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed  (Abfragedatum Marz 2007)

OKK: Medikamentenvergleich online 2007. oekk.oddb.org (Abfragedatum Marz 2007)

Shimizu M, Uno T, Niioka T, Yaui-Furukori N, Takahata T, Sugawara K, Tateishi T:
Sensitive determination of omeprazole and its two main metabolites in human plasma
by column-switching high-performance liquid chromatography: application to pharmaco-
kinetic study in relation to CYP2C19 genotypes. J Chromatogr B Analyt Technol
Biomed Life Sci 2006;832:241-248, zitiert nach NLM, 2007

Stoffdossier Opipramol

Tab. 57: Opipramol und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Opipramol 315-72-0
Opipramolhydrochlorid 909-39-7
Metabolite

Carbonsaurederivat von Opipramol (1)
Decarboxyliertes Derivat von | (II)
Dehydroxyethylopipramol (l11)

Iminostilben (IV) 256-96-2
Opipramol-N-oxid (V)
Nitrosoderivate 104639-62-5

Pharmakologie und Toxizitat von Opipramol

Opipramol ist ein Antidepressivum, welches in Form des Hydrochlorids verabreicht
wird, die Tagesdosis ist 50 mg—300 mg. Ubliche Nebenwirkungen sind Schlafrigkeit,
Benommenheit oder Mudigkeit, seltener treten psychische Effekte (Konfusion, Erre-
gung, Unruhe, Angst) oder Schwindel und Kopfschmerzen auf. Gelegentlich bis ver-
einzelt kommt es zu kardiovaskularen Effekten, allergischen Hautreaktionen, gastro-

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE


http://dmd.aspetjournals.org/cgi/content/full/28/8/966
http://www.ashp.org/mngrphs/ahfs/
http://jpet.aspetjournals.org/cgi/content/full/315/2/777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
http://oekk.oddb.org/

152

intestinalen Beschwerden oder Leberfunktionsstérungen. Angaben zu mutagenen
oder kanzerogenen Effekten liegen nicht vor. Benzodiazepine stehen im Verdacht,
fruchtschadigend zu wirken, Daten zu Opipramol liegen aber nicht vor [300, 306].

Toxikokinetik und Metabolismus

Nach oraler Aufnahme wird Opipramol vollstandig resorbiert und weitgehend meta-
bolisiert. Opipramol wird Uberwiegend durch Dehydroxyethylierung der Piperazin-
seitenkette (Dehydroxyethylopipramol, Metabolit Ill bei Lappenberger [303]) sowie
oxidativ an der Hydroxygruppe der Piperazinseitenkette zur Carbonsaure verstoff-
wechselt (Metabolit I). Weitere identifizierte Metabolite sind das Decarboxylierungs-
produkt der Carbonsaure (Metabolit Il), Opipramol-N-oxid (Metabolit V) und das Carb-
amazepinderivat Iminostilben (Metabolit IV). Lediglich 7%-10% einer verabreichten
Dosis werden als Muttersubstanz Uber den Urin ausgeschieden, 70 % als Metabolite,
wobei Dehydroxyethylopipramol und das Carbonsaurederivat die Hauptmetabolite
darstellen. Mit den Fazes werden bis zu 30 % eliminiert [302, 303, 305, 306].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Der Hauptmetabolit Dehydroxyethylopipramol ist pharmakologisch inaktiv [306].
Weitere Angaben zu den Metaboliten liegen nicht vor.

Bei Anwesenheit von Nitrit bilden sich in vitro mutagene Reaktionsprodukte, wobei
speziell ein nur in Spuren gebildetes Nitroaren, 4-[3-(2-nitro-9-(10H)-acridinon-10-
yh)propyl]-1-piperazine-ethanol, besonders stark mutagen wirkt [301, 307]. Ob eine
Nitrosierung in vivo erfolgt, ist unklar.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Ein Hauptmetabolit, Dehydroxyethylopipramol, ist pharmakologisch inaktiv. Ggf.
entstehende Nitrosierungsprodukte kdnnen mutagen wirken.

Angaben zu Umweltvorkommen liegen nicht vor.
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Stoffdossier Oxcarbazepin

Tab. 58: Oxcarbazepin und Metabolite

Oxcarbazepin 28721-07-5
10-Hydroxy-Oxcarbazepin 29331-92-8
und dessen Glukuronid

10,11-Dihydroxy-Oxcarbazepin 35079-97-1

Pharmakologie und Toxizitat von Oxcarbazepin

Oxcarbazepin ist ein dem Carbamazepin strukturverwandtes Antiepileptikum. Es ist
ein Prodrug, der aktive Wirkstoff ist das 10-Monohydroxyderivat (MHD). Die Tages-
dosis ist 600 mg—-2400 mg. Haufige Nebenwirkungen sind Mudigkeit, Schwindel,
Kopfschmerz und Schwachegefuhl, Verwirrtheit und Depression, gastrointestinale
Beschwerden, Sehstorungen und Akne. Seltener traten Leberfunktionsstérungen und
hamatologische Veranderungen auf. Die Substanz induziert in geringem Umfang
fremdstoffmetabolisierende Enzyme in der Leber. Oxcarbazepin bindet in vitro an
DNA und war in Tierstudien kanzerogen. Oxcarbazepin wirkte in Tierstudien bei
maternal toxischen Dosen embryoletal, entwicklungsverzogernd und terato-
gen [309, 310, 313]

Toxikokinetik und Metabolismus

Oxcarbazepin wird oral rasch und nahezu vollstandig resorbiert. In der Leber erfolgt
eine schnelle Metabolisierung zu MHD und in geringerem Umfang auch zum 10,11-
Dihydroxyderivat (DHD). 80 % der verabreichten Dosis wurden mit dem Urin ausge-
schieden (27 % MHD, 49% MHD-Glukuronid, 3% DHD, 13% Konjugate der Mutter-
substanz). Die Muttersubstanz fand sich im Urin nur in Spuren. In Fazes wurden 4%
der verabreichten Dosis gefunden [308, 311, 313].

Analog zum Carbamazepin (siehe Stoffdossier Carbamazepin) ist die Bildung eines
N-Nitrosoderivates denkbar. Entsprechende Untersuchungen liegen aber nicht vor.

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite
Oxcarbazepin ist ein Prodrug, der eigentliche Wirkstoff ist MHD [313].

Weitere Informationen zu Metaboliten liegen uns nicht vor.
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Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Der Metabolit 10-Monohydroxy-Oxcarbazepin ist der Wirkstoff des Prodrug Oxcarba-
zepin. Zu den anderen Metaboliten liegen hinsichtlich der pharmakologischen Wirk-
samkeit oder Toxizitat keine Daten vor.

Zu Umweltvorkommen wurden keine Angaben gefunden. Der Metabolit DHD ist auch
ein Metabolit von Carbamazepin. Fur DHD liegen ebenfalls keine Angaben vor,
jedoch zur Vorstufe, das Carbamazepin-Epoxid, siehe Stoffbericht Carbamazepin).
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Stoffdossier Paracetamol

Tab. 59: Paracetamol und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Paracetamol (Acetaminophen) 103-90-2
Metabolite

Paracetamol-Glukuronid 16110-10-4
Paracetamol-Sulfat 10066-90-7
3-Hydroxyparacetamol

p-Aminophenol 123-30-8
N-Acetyl-p-benzochinonimin und Konjugate sowie das 50700-49-7
Mercaptursaurederivat

3-Thiomethylparacetamol und Konjugate

Pharmakologie und Toxizitat von Paracetamol

Paracetamol ist ein Analgetikum und Antipyretikum, die antiphlogistische Wirkung ist
nur schwach. Die Ubliche Tagesdosis ist 300 mg—1000 mg, als maximale Tagesdosis
werden 4 g angegeben. Gelegentlich treten allergische Hautreaktionen auf. Nach
Uberdosierung (> 10 g/d) wurden gastrointestinale Beschwerden, massive Leber- und
Nierentubulusnekrosen, selten auch hamatologische Veranderungen, Nierennekro-
sen und hyperglykamisches Koma berichtet. Paracetamol bewirkt intrazellular eine
Depletion von Thiolgruppen und Lipidperoxidation. In Bakterien ist Paracetamol nicht
mutagen. In Sdugerzellen in vitro und in vivo wurden Chromosomenmutationen indu-
ziert (Aberrationen, Schwesterchromatidaustausch und Mikronuklei, letztere nur
in vitro). Diese Effekte traten bei hohen Dosen auf und werden nicht als direkte Muta-
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genitat, sondern durch die inhibierende Wirkung auf DNA-Synthese und DNA-Repa-
ratur interpretiert. Die vorliegenden Humanbefunde zu kanzerogenen Wirkungen
werden von der IARC als "Inadequate Evidence" bei Mensch und Tier zusammen-
gefasst, Paracetamol ist hinsichtlich der krebserzeugenden Wirkung nicht klassifi-
zierbar [315, 316, 318, 320, 321, 323, 324].

Toxikokinetik und Metabolismus

Nach oraler Gabe wird Paracetamol rasch und vollstandig resorbiert. Die Resorption
erfolgt vorwiegend aus dem Dunndarm. Die Bioverflgbarkeit ist dosisabhangig und
betragt in der Regel 70%-90%. Innerhalb von 24 h werden 90 %—-100% der verab-
reichten Paracetamol-Dosis im Urin ausgeschieden. Die Eliminationshalbwertszeit
betragt beim gesunden Erwachsenen 1 h—3 h. Die Metabolisierung erfolgt vor allem
in der Leber, bei niedrigen Dosen ist ein First-Pass-Effekt zu beobachten. 2%-5%
des Paracetamols werden unverandert Uber den Urin ausgeschieden. Hauptmetabo-
lite im Urin sind das 4-Glukuronid (60%-80%) und das 4-Sulfat (20%-40%), N-
Deacetylierung zu p-Aminophenol findet nur in geringem Ausmal statt. Geringe
Mengen (<5%) werden bei Ublichen Dosen durch Cytochrom P450 zu N-Acetyl-p-
benzochinoniminin, dem radikalischen Semichinonimin oder 3-Hydroxyparacetamol
oxidiert. Aus N-Acetyl-p-benzochinoniminin kann sich das 3-Glutathion- und in der
Folge das 3-Cysteinylkonjugat bzw. das Mercaptursaurederivat bilden (Ausschei-
dungsprodukt), was eine Entgiftungsreaktion darstellt. Ein weitere Reaktionsmdg-
lichkeit ist die Sulfhydrierung des Chinonimins, welche zur Bildung von 3-Thiomethyl-
paracetamol sowie dessen Sulfat-, Glukuronid- und Sulfonderivaten und auch eines
Uber die 3-S-Position verbriickten Dimers fuhrt [316, 318, 320, 323].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die Glukuronid- und Sulfatkonjugate (Hauptmetabolite) sind pharmakologisch unwirk-
sam und werden renal ausgeschieden. Mit zunehmender Dosis wird Paracetamol
infolge von Sattigung dieser Stoffwechselwege vermehrt durch Cytochrom P450
(CAP2E1) zu N-Acetyl-p-benzochinonimin oxidiert. Dieser Metabolit ist sehr reaktiv
und kann an Proteine und ggf. an andere zellulare nukleophile Makromolekile
binden, wird aber bei niedrigen Dosen praktisch vollstandig durch Reaktion mit
Glutathion deaktiviert. Bei Aufnahme hoher Dosen kann N-Acetyl-p-benzochinonimin
aufgrund von Glutathiondepletion nur noch unvollstandig entgiftet werden und tragt
offensichtlich zu den beobachteten massiven hepatotoxischen (und evil. auch
nephrotoxischen) Effekten bei Uberdosierung bei [316, 318, 320].

Der Metabolit p-Aminophenol (entsteht aber nur in geringem Umfang) verursacht
Chromosomenschaden [317].  N-Acetyl-p-benzochinonimin  verursachte  keine
Mutationen in Bakterien, aber DNA-Briche in Hepatozyten und Leukamiezellen
in vitro [319].
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Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Bei Ublicher Dosierung werden Uberwiegend die pharmakologisch inaktiven Metabo-
liten 4-Paracetamolglukuronid und 4-Paracetamolsulfat gebildet. In geringem Umfang
bildet sich Uber oxidative Stoffwechselwege N-Acetyl-p-benzochinonimin, welches bei
geringen Dosen durch Reaktion mit Glutathion praktisch vollstandig entgiftet wird. Bei
héheren Dosen kann N-Acetyl-p-benzochinonimin aufgrund von Glutathiondepletion
nicht mehr effizient entgiftet werden und wirkt durch die Bildung von z.B. Protein-
addukten hepatotoxisch und evtl. auch nephrotoxisch. Auch gentoxische Wirkung
wurde gezeigt.

Paracetamol wurde in Klarwerkszulaufen in Konzentrationen von 19 pg/L-35 ug/L
nachgewiesen, in der Klarwerkspassage wird es nahezu vollstandig abgebaut [314].
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Stoffdossier Pentoxifyllin

Tab. 60: Pentoxifyllin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Pentoxifyllin 6493-05-6
Metabolite

1-(5'-Hydroxyhexyl)-3,7-dimethylxanthine (Lisophyllin) 6493-06-7
1-(3'-Carboxypropyl)-3,7-dimethylxanthin 6493-07-8
1-(4'-Carboxybutyl)-3,7-dimethylxanthin 38975-44-9
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Pharmakologie und Toxizitat von Pentoxifyllin

Pentoxifyllin ist ein Vasodilatator und wird zur Therapie arterieller Durchblutungs-
storungen eingesetzt. Es inhibiert auch die Expression inflammatorischer Zytokine
und reduziert damit auch die Neutrophilen-Reaktion [336]. Die Tagesdosis ist
300 mg—-1200 mg. Gelegentlich treten gastrointestinale Nebenwirkungen auf oder
Schwindel und Kopfschmerz, selten Hitzegefuhl, Tachykardie, Angina pectoris,
Thrombozytopenie oder Uberempfindlichkeitsreaktionen [325, 332].

Im Ames-Test und in Saugerzellen in vitro ist Pentoxifyllin nicht mutagen, verursacht
jedoch in humanen Lymphozyten und V79 Hamsterzellen unplanmafige DNA-Syn-
these und klastogene Effekte (Chromosomenaberrationen, Schwesterchromatidaus-
tausch und Mikronuklei) Allerdings liegen in der Literatur (z.B. Pubmed-Datenbank)
zahlreiche Berichte Uber antimutagene Wirkungen von Pentoxifyllin und anderen
Methylxanthinen vor. Langzeitstudien in Mausen zeigen keine kanzerogene Wirkung,
in Ratten wird eine marginal vermehrte Bildung benigner Mammatumore beobachtet.
Diese Tumoren treten in alten Ratten haufiger auf. Pentoxifyllin inhibiert die kanzero-
gene Wirkung von N-Methylnitrosoharnstoff in Ratten. Pentoxifyllin ist in Tierstudien
nicht teratogen, aber embryotoxisch [325, 326, 327, 335].

Toxikokinetik und Metabolismus

Pentoxifyllin wird nach oraler Aufnahme aus dem gastrointestinalen Trakt rasch und
nahezu vollstandig resorbiert. Aufgrund eines starken First-Pass-Effektes in der
Leber betragt die Bioverfugbarkeit nur 10%-50 %. Pentoxifyllin wird in der Leber und
in Erythrozyten effektiv metabolisiert. Die Metabolisierung erfolgt vor allem durch
Hydroxylierung der aliphatischen Seitenkette oder oxidative Kettenverkirzung unter
Bildung einer Carbonsaure. Hauptmetabolite sind das 5-Hydroxyhexyldimethylxanthin
(Lisophyllin) und das 3-Carboxypropylderivat. Beide liegen in hdheren Plasma-
konzentrationen als die Muttersubstanz vor. Lisophyllin steht im reversiblen Gleichge-
wicht zur Muttersubstanz. Ein weiterer Metabolit ist das 4-Carboxybutylderivat.
Pentoxifyllin wird zu 90%-95% uber den Urin eliminiert, in Fazes zu ca. 4%. Haupt-
metabolit im Urin ist das 3-Carboxypropylderivat (50%-80% der verabreichten
Dosis), die anderen Metabolite reprasentieren zusammen etwa 20%. Die Mutter-
substanz war im Urin nur in Spuren nachweisbar. Es wurden keine Glukuronid- bzw.
Schwefelsaure-Konjugate im Urin beobachtet [325, 329, 332, 336].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Je nach Endpunkt weisen die Metabolite von Pentoxifyllin unterschiedliche Aktivitat
auf: 5-Hydroxypentoxifyllin ist etwa gleich vasodilatatorisch wirksam wie die Mutter-
substanz, die Carboxyderivate zeigen eine schwachere Wirkung. Hinsichtlich der inhi-
bierenden Wirkung auf Zytokinfreisetzung in Mause-Makrophagen ist das 3-Carboxy-
propylderivat weniger wirksam als die Muttersubstanz und die anderen 2 Metabolite,
jedoch sind die Carboxymetabolite mit verkirzten Seitenketten hinsichtlich der Inhibi-
tion einer TNFa-vermittelten Zytotoxizitat auf Mause-Fibrosarkomzellen effektiver als
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Pentoxifyllin und 5-Hydroxypentoxifyllin [325, 328]. Zu gentoxischen Effekten liegen
keine Daten vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Pentoxifyllin-Metabolite sind in Abhangigkeit von der betrachteten pharmakologischen
Wirkung unterschiedlich aktiv: hinsichtlich der vasodilatatorischen Wirkung ist 5-
Hydroxypentoxifyllin gleich wirksam (Ruckbildung der Muttersubstanz ist zusatzlich
moglich), die Carboxyderivate sind weniger aktiv. Hinsichtlich der Inhibition von
inflammatorischen Zytokinen sind auch diese Metabolite aktiv (keine Rickbildung der
Muttersubstanz maoglich).

Aufgrund der ahnlichen Struktur von 5-Hydroxypentoxifyllin und der Einstellung eines
Gleichgewichtes mit der Muttersubstanz sind die Befunde zu Pentoxifyllin
(Gentoxizitat, Mutagenitat und Fruchtschadigung) vermutlich auch fur 5-Hydroxy-
pentoxifyllin zu Gbertragen.

Pentoxifyllin wurde in ca. 30 % der untersuchten Proben in deutschen Flissen und im
Ablauf von Kilaranlagen nachgewiesen, die Abbaurate in Klaranlagen lag bei
30%-50% [330, 333, 334]. Angaben zu Metaboliten liegen nicht vor.

Literatur

325. AHFS: AHFS Pharmacologic-Therapeutic Classification. American Society of Health-
System Pharmacists 2007. www.ashp.org/mngrphs/ahfs/ (Abfragedatum Marz 2007)

326. Bespalov VG, Aleksandrov VA, Lidak M: An experimental study of the possibilities of
using pentoxifylline for the prevention of cancer at different sites. Eksp Klin Farmakol
1993;56:35-37, zitiert nach NLM, 2007

327. Bozsakyova E, Chalupa I, Sebova L, Slamenova D: Chromosomal aberrations, sister
chromatid exchanges and micronuclei induced by pentoxifylline in in vitro cultivated
Chinese hamster cells (V79) and human blood lymphocytes. Mutat Res
2001;497:63-70, zitiert nach NLM, 2007

328. Fantin M, Quintieri L, Kusz E, Kis E, Glavinas H, Floreani M, Padrini R, Duda E, Vizler
C: Pentoxifylline and its major oxidative metabolites exhibit different pharmacological
properties. European Journal of Pharmacology 2006;535:301-309, zitiert nach NLM,
2007

329. Lambert WE, Yousouf MA, van Liedekerke BM, de Roose JE, de Leenheer AP: Simul-
taneous determination of pentoxifylline and three metabolites in biological fluids by li-
quid chromatography. Clin Chem 1989;35:296-301

330. Metzger JW, Kuch B, Schneider C: Pharmaka und Hormone in der aquatischen Um-
welt 2003. www.xfaweb.baden-wuerttemberg.de/fofaweb/print/wb_u5300 _01.pdf (Abfragedatum
Marz 2007)

331. NLM, U.S. National Library of Medicine: PubMed online 2007b
www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed  (Abfragedatum Marz 2007)

332. OKK: Medikamentenvergleich online 2007. oekk.oddb.org (Abfragedatum Marz 2007)

333. Reddersen K: Das Verhalten von Arzneimittelriickstédnden im Wasserkreislauf Berlins.
Dissertation an der Technischen Universitat Berlin 2004.
edocs.tu-berlin.de/diss/2004/reddersen_kirsten.pdf (Abfragedatum Marz 2007)

334. Sattelberger R: Arzneimittelriickstdnde in der Umwelt. Bestandsaufnahme und Pro-
blemdarstellung. Umweltbundesamt GmbH, Wien, Osterreich. 1999
www.umweltbundesamt.at/fileadmin/site/publikationen/R162.pdf (Abfragedatum Marz 2007)

INSTITUT FUR UMWELTMEDIZIN UND KRANKENHAUSHYGIENE


http://www.ashp.org/mngrphs/ahfs/
http://www.xfaweb.baden-wuerttemberg.de/fofaweb/print/wb_u5300_01.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
http://oekk.oddb.org/
http://edocs.tu-berlin.de/diss/2004/reddersen_kirsten.pdf
http://www.umweltbundesamt.at/fileadmin/site/publikationen/R162.pdf

159

335. Slamenova D, Dusinska M, Gabelova A, Horvathova E, Oravec C, Chalupa |, Szabo-
va E: Assessment of toxicity, clastogenicity, mutagenicity and transforming activity of
pentoxifylline in mammalian cells cultured in vitro. Mutat Res 1994,;322:275-285, zitiert
nach NLM, 2007

336. Sullivan GW, Carper HT, Novick WJ, Mandell GL: Inhibition of the inflammatory action
of interleukin-1 and tumor necrosis factor (alpha) on neutrophil function by
pentoxifylline. Infect Immun 1988;56:1722-1729

Stoffdossier Phenoxymethylpenicillin

Tab. 61: Phenoxymethylpenicillin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V) 87-08-1
Phenoxymethylpenicillin, Kaliumsalz 132-98-9
Phenoxymethylpenicillin, Natriumsalz 1098-87-9
Metabolite

Penicilloinsaure 11039-68-2
6-Aminopenicillinsaure 551-16-6

Pharmakologie und Toxizitat von Phenoxymethylpenicillin

Phenoxymethylpenicillin ist ein Antibiotikum. Ubliche Tagesdosen liegen im Bereich
1000 mg-2000 mg. Die am haufigsten beschriebenen Nebenwirkungen sind Hyper-
sensitivitdtsreaktionen der Haut und gastrointestinale Beschwerden. Seltener werden
hamatologische Veranderungen berichtet. Das Kaliumsalz von Phenoxymethylpeni-
cillin war im Ames-Test nicht mutagen, induzierte aber bei hohen Konzentrationen in
Mauslymphomzellen in vitro Genmutationen und in Hamsterzellen (nur ohne metabo-
lische Aktivierung) Schwesterchromatidaustausche und Chromosomenaberrationen.
In humanen Lymphozyten wurden in vitro vermehrt Chromosomenaberrationen,
Chromatidgaps und -briiche beobachtet. Mdéglicherweise sind die hohen Kalium-
konzentrationen fur die chromosomalen Effekte ursachlich. p-Laktame interagieren
aber auch mit DNA-Polymerasen. In Langzeitstudien des National Toxicology Pro-
gram an Ratten und Mausen war das Kaliumsalz nicht kanzerogen. Human- oder
Tiererfahrungen zur Fruchtschadigung liegen nicht vor [337, 338, 340, 342, 343, 344].

Toxikokinetik und Metabolismus

Aufgrund einer relativ hohen Saurestabilitat ist Phenoxymethylpenicillin besser
bioverfugbar als andere Penicillinderivate. 60%-73% werden oral resorbiert. Nah-
rung verzogert die Resorption, vermindert sie aber nicht. 35%-70% einer verab-
reichten Dosis werden durch Hydrolyse des Laktamringes zu Penicilloinsaure meta-
bolisiert. In geringem Umfang entstehen auch verschiedene hydroxylierte Derivate
sowie die 6-Aminopenicillinsaure. Innerhalb von 6 h-8 h werden 26 %-65% einer
verabreichten Dosis als Muttersubstanz oder Metabolite mit dem Urin ausgeschieden
und 32% in den Fazes. Bei Kleinkindern und Personen mit Nierenfunktionsstérungen
ist die Ausscheidung verzogert [337, 338, 340, 343].
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Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Der Hauptmetabolit Penicilloinsaure ist bakteriologisch inaktiv, die in geringen
Mengen gebildeten Hydroxymetabolite sind pharmakologisch aktiv [337, 340].

In Allergietests reagierten ca. 55% der Patienten mit Penicillinallergie positiv auf
Penicilloinsaure [345]. Weitere Informationen zur Toxizitat dieses Metaboliten liegen
nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Der Hauptmetabolit von Phenoxymethylpenicillin ist pharmakologisch inaktiv. Phen-
oxymethylpenicillin ist in der Umwelt wegen der leichten Abbaubarkeit durch mikro-
bielle Laktamasen nicht in relevanten Konzentrationen zu erwarten. Phenoxymethyl-
penicillin wurde im Raum Kaéln-Bonn nur vereinzelt in Oberflachengewassern und nur
in geringen Konzentrationen gefunden [339]. Angaben zu Metaboliten oder Transfor-
mationsprodukten liegen nicht vor.
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Stoffdossier Piracetam

Tab. 62: Piracetam und Metabolite

Piracetam 7491-74-9

bislang keine Humanmetabolite bekannt

Pharmakologie und Toxizitat von Piracetam

Piracetam ist ein Wirkstoff zur Behandlung von kognitiven Stérungen (Antidemen-
tivum). Es bewirkt signifikante EEG-Veranderungen, die sich in einer erhohten Auf-
merksamkeit und verbesserten kognitiven Funktion du3ern (Erhdhung der Alpha- und
Betaaktivitaten, Verringerung der Deltaaktivitat). Ubliche Tagesdosen zur Behandlung
kognitiver Storungen sind 2 g-5 g, zur Behandlung von kortikalen Myoklonien bis zu
24 g. Die haufigsten unerwunschten Wirkungen der Behandlung sind: Nervositat,
Reizbarkeit, Schlaflosigkeit, Zittern, Depression, Schlafrigkeit. Diese treten bei alteren
Personen haufiger als bei jingeren Patienten auf. Piracetam wirkt auch als Hamo-
rheologikum (Hemmung der Thrombozytenaggregation, erhéhte Deformierbarkeit von
Erythrozyten).

In Tierstudien wurden bei Dosen bis zu 4800 mg-kg—1-d-1 keine embryotoxischen
oder teratogenen Effekte beobachtet. Entsprechende Humanuntersuchungen liegen
nicht vor. Die Substanz wird mit der Muttermilch ausgeschieden. Alle Untersuchun-
gen zu mutagenen oder klastogenen Wirkungen kamen zu negativen Resultaten. In
Langzeitstudien an Ratten und Mausen wurden bei Dosen bis zu 2400 mg-kg—1-d-1
keine kanzerogenen Effekte beobachtet [346, 347, 349].

Toxikokinetik und Metabolismus

Piracetam wird nach oraler Verabreichung rasch und praktisch vollstandig im Gastro-
intestinaltrakt resorbiert (Bioverfugbarkeit nahezu 100 %). Piracetam wird weder beim
Menschen noch beim Tier metabolisiert und wird unverandert Uber die Nieren ausge-
schieden. Die Halbwertszeit betragt bei jungen, gesunden Erwachsenen 4 h-5 h. Bei
alteren Personen ist die Ausscheidung von Piracetam verlangsamt (Halbwertszeit ca.
8 h), ebenso bei Patienten mit Nierenfunktionsstorungen [347, 349].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Keine Daten vorhanden.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Angaben zum Umweltvorkommen von Piracetam liegen nicht vor.
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Stoffdossier Ranitidin

Tab. 63: Ranitidin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Ranitidin 66357-35-5
Ranitidin-Hydrochlorid 71130-06-8 u. 66357-59-3
Metabolite

Ranitidin-N-oxid 73857-20-2
Ranitidin-S-oxid 73851-70-4
Desmethylranitidin 66357-25-3

Pharmakologie und Toxizitat von Ranitidin

Ranitidin ist ein Histamin-Antagonist flr gastrische Hy-Rezeptoren. Es inhibiert die
Histamin-induzierte gastrische Sekretion und S&ureproduktion. Die Ubliche Tages-
dosis ist 150 mg-300 mg. Beim Menschen wurden nur nach parenteraler Verabrei-
chung hoher Dosen auch cholinerge Effekte in Form von Bradykardie, Erroten,
Tranenfluss sowie Geistesverwirrung beobachtet. Ranitidin ist in hohen Konzentratio-
nen im Ames-Test schwach mutagen. Die Effektkonzentrationen lagen dabei um ca.
3 GroRenordnungen Uber den therapeutisch relevanten Blutplasmawerten. Kanzero-
gene Effekte wurden in Langzeitstudien an Mausen, Ratten und Hunden nicht
beobachtet [350, 353].

In Magensaft kann sich in vitro aus Ranitidin ein Nitrosoderivat bilden, das im Ames-
Test mutagen ist [352]. Jedoch wurde bei Ranitidin-behandelten Patienten kein
Anstieg der Mutagenitat von Magensaft im Ames-Test gegentber Kontrollpersonen
beobachtet [359].

Toxikokinetik und Metabolismus

Ranitidin hat bei oraler Aufnahme eine Bioverfugbarkeit von ca. 50%, es findet ein
relevanter First-Pass-Metabolismus in der Leber statt. Die Metaboliten sind
Desmethylranitidin, Ranitidin-N-Oxid und Ranitidin-S-Oxid. Beim Menschen stellt das
N-Oxid den Hauptmetabolit dar. Altere Menschen haben ein kleineres Verteilungs-
volumen, eine hdhere AUC (Area Under Curve) und eine langsamere Eliminations-
halbwertszeit als jungere erwachsene Personen. Einige Autoren berichten die
Bildung eines nicht naher spezifizierten Furanylsaurederivates [354].

30%—-50% der verabreichten Dosis wurden innerhalb von 24 h als Muttersubstanz im
Urin ausgeschieden, davon Desmethylranitidin zu 2%-3% der Dosis, Ranitidin-N-
Oxid zu 4 %—6 % und Ranitidin-S-Oxid zu 1%. Der Rest wird Uber die Galle in Fazes
eliminiert. Die Halbwertszeit der Ausscheidung ist Ublicherweise ca. 1,5 h-3 h (aber
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bis zu 6 h bei alteren Personen). Bei manifesten Nierenfunktionsstérungen kann die
Ausscheidung verlangsamt sein [351, 353, 356, 357, 358, 360].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Beim Menschen wiesen die Metaboliten N-Oxid und S-Oxid nur eine schwache Ho-
Rezeptor-blockierende Aktivitat auf. In der Ratte war Desmethylranitidin 4fach weni-
ger wirksam als die Muttersubstanz, beim Hund 2fach (keine Humandaten) [353]. In
NLM [357, 358] wurden die Metaboliten Desmethylranitidin, Ranitidin-N-Oxid und
Ranitidin-S-Oxid als pharmakologisch inaktiv bezeichnet.

Ranitidin-N-Oxid war in der Maus deutlich weniger akut toxisch (i.v. LD50
>1000 mg/kg) als die Muttersubstanz (i.v. LD50 60 mg/kg) [362].

Zu Effekten langerfristiger Exposition gegenuber Ranitidin-Metaboliten liegen keine
Daten vor.

Bei spezieller Testung der cholinergen Aktivitdt war das S-Oxid hinsichtlich der
Inhibition der Acetylcholinesterase in menschlichen Erythrozyten ca. 10fach schwa-
cher wirksam als die Muttersubstanz [355].

Ranitidin war in hohen Konzentrationen im Ames-Test schwach mutagen. Die Effekt-
konzentrationen lagen dabei um ca. 3 GrdélRenordnungen Uber den therapeutisch
relevanten Blutplasmawerten. Die Hauptmetabolite (nicht naher spezifiziert) zeigten
keine signifikante mutagene Wirkung [353].

In vitro kann sich aus Ranitidin ein Nitrosoderivat bilden, das im Ames-Test mutagen
ist [352]. Ob diese Reaktion auch bei Metaboliten erfolgt, ist nicht bekannt.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Nach den vorliegenden sparlichen Befunden scheinen die Metabolite von Ranitidin
deutlich schwacher pharmakologisch wirksam und weniger toxisch zu sein als die
Muttersubstanz. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass in reduktiver Umgebung die
N- und S-Oxidgruppe wieder gespalten wird, was zur Rlckbildung der Muttersub-
stanz fuhren wurde.

Ranitidin wurde vereinzelt in europaischen und nordamerikanischen Oberflachen-
gewassern nachgewiesen (keine Konzentrationsangabe) [361].
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Stoffdossier Sulfadimethoxin

Tab. 64: Sulfadimethoxin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Sulfadimethoxin 122-11-2
Sulfadimethoxin, Natriumsalz 1037-50-9
Metabolite

N4-Acetylsulfadimethoxin 24341-30-8

Sulfadimethoxinglukuronid

Pharmakologie und Toxizitat von Sulfadimethoxin

Sulfadimethoxin ist ein Antibiotikum, das vor allem Anwendung in der Veterinarmedi-
zin findet. Teilweise wird es in Kombination mit Trimethoprim verabreicht. Die Ubliche
Tagesdosis ist 20 mg—100 mg. Bei Wiederkauern besteht die Gefahr einer Kristallurie
(Harnkristall-Bildung). Bei hoher Dosierung wurden in Tieren Anorexie, Depression,
Tremor, Krampfe und Teratogenitdt beobachtet [364]. Sulfadimethoxin stort die
Schilddrisenfunktion und wirkte in diesem Organ tumorpromovierend. Untersuchun-
gen zu mutagenen Effekten liegen nicht vor [369, 370].

Toxikokinetik und Metabolismus

Sulfadimethoxin wird nach oraler Gabe zu 60 %-9 % mit Halbwertszeiten von 2 h-3 h
resorbiert. Sulfadimethoxin wird durch Acetylierung, Hydroxylierung und Konjugation
in der Leber verstoffwechselt. Die Acetylierung ist reversibel (Ruckbildung der Mutter-
substanz), das Gleichgewicht liegt aber auf der Seite des Acetylderivates.
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Je nach Spezies wird ein relevanter Anteil unverandert ausgeschieden. Bei allen
Karnivoren wird der grof3te Anteil nicht metabolisiert und unverandert als Sulfadi-
methoxin ausgeschieden. Die Hauptmetaboliten von Sulfadimethoxin sind N4-Acetyl-
sulfadimethoxin und der Glukuronidmetabolit. Beim Menschen und Primaten wird der
groldte Teil glukuronidiert, bei Katze und Kaninchen ist dieser Metabolit nicht
nachweisbar. Beim Kaninchen werden 91% als Acetylsulfadimethoxin ausgeschie-
den, beim Meerschweinchen 67 % [363]. AulRer beim Hund, der nicht acetylieren
kann, ist bei den Karnivoren N4-Acetylsulfadimethoxin der Hauptmetabolit (z.B. 18 %
bei der Katze). Die Kombination mit Trimethoprim hat keine Auswirkungen auf den
Sulfadimethoxin-Metabolismus [364].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Im Gegensatz zum Acetylmetaboliten (aus dem jedoch in der Umwelt die Muttersub-
stanz potenziell rickgebildet werden kann) haben die Hydroxymetaboliten noch eine
antimikrobielle Aktivitat (2,5%-39,5% der Originalsubstanz) [364]. Weitere Angaben
liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Eine Ruckbildung der Muttersubstanz aus Acetyl- und Glukuronidmetaboliten ist
denkbar. Hydroxylierte Metabolite besitzen antibakterielle Aktivitat, entstehen jedoch
offensichtlich nur in geringem Umfang.

Sulfadimethoxin wurde in Oberflachengewassern nur vereinzelt nachgewiesen, es
liegen jedoch keine detaillierten Daten vor (max. 0,06 ug/L-15 ug/L, keine Mittel-
werte [366, 368].

Sulfadimethoxin ist nach Vorgabe der OECD-Tests der Serie 301 (Untersuchung auf
leichte biologische Abbaubarkeit) zu <10 % biologisch abbaubar [365].
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Stoffdossier Sulfamethazin

Tab. 65: Sulfamethazin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Sulfamethazin (Sulfadimidin) 57-68-1
Sulfamethazin, Natriumsalz 1981-58-4
Metabolite

N(4)-Acetylsulfamethazin 100-90-3
5-Hydroxysulfamethazin 51395-19-8
6-Hydroxymethylsulfamethazine 51395-20-1
Desaminosulfamethazin 6149-31-1

N(4)-Glukosekonjugat von Sulfamethazin

Pharmakologie und Toxizitat von Sulfamethazin

Sulfamethazin ist ein veterinarmedizinisches Breitband-Antibiotikum. Unter dem
Synonym Sulfadimidin ist es auch als humanmedizinischer Wirkstoff gelistet (ATC),
derzeit sind aber in Deutschland keine entsprechenden Fertigarzneimittel verfugbar.
Wegen der besseren Loéslichkeit wird haufig das Na-Salz verwendet. Sulfamethazin
wird haufig in fester Kombination mit Trimethoprim im Verhaltnis 5:1 gegeben (siehe
S. 175). Die ubliche Tagesdosis ist 12,5 mg/kg (Kombinationspraparate)-300 mg/kg
(Einzelsubstanz). Beim Menschen wurde das gelegentliche Auftreten von Kopf-
schmerzen, gastrointestinalen Beschwerden, Leberfunktionsstorungen, Hepatomega-
lie und lkterus sowie Hypersensitivitatsreaktionen berichtet und bei Neugeborenen
Hyperbilirubinamie. Bei hoher Dosierung kann Kristallurie (Ausscheidung von Harn-
kristallen) auftreten. Bei oraler Gabe hoher Dosen wurde bei Tieren Abgeschlagen-
heit, Fressunlust, Indigestion, Verstopfung oder Durchfall, Erbrechen, Milchriickgang,
Muskelschwache und Inkoordination berichtet, seltener das Auftreten von Fieber,
Leukopenie, Urtikaria, Leberschadigung und zentralnervosen Storungen. Weiterhin
verursacht Sulfamethazin Stérungen der Schilddrisenfunktion, wobei sich Nager als
empfindlichste Gruppe erwiesen. Sulfamethazin wird als nicht mutagen bewertet
(Uberwiegend negative Ergebnisse in Gentoxizitatstests in vitro und in vivo, so z.B.
bei Untersuchungen der Mutagenitat in Bakterien und Saugerzellen in vitro, DNA-
Schadigung in Saugerzellkulturen, Chromosomenschaden in vivo). Induktion von
Schwesterchromatidaustauschen wurde in Hamsterzellen, jedoch nur in Abwesenheit
metabolischer Aktivierung beobachtet. In Nagerstudien wurden durch Sulfamethazin
Schilddrisentumore verursacht, welche jedoch bei therapeutischen Dosen fur den
Menschen von untergeordneter Relevanz sind. Sulfamethazin wirkt in hohen Dosen
beim Tier fertilitdtsmindernd und teratogen [375, 376, 378].
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Toxikokinetik und Metabolismus

Sulfamethazin wird nach oraler Gabe zu 70%-90% resorbiert. Uberwiegend erfolgt
eine Metabolisierung in der Leber durch Hydroxylierung, Acetylierung und Konjuga-
tion mit Glukuronsdure. Metabolite sind N(4)-Acetylsulfamethazin (Hauptmetabolit
beim Menschen), 5-Hydroxysulfamethazin (5-Hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin) — vor
allem beim Pferd, 6-Hydroxymethylsulfamethazin (6-Hydroxymethyl-4-methylpyrimi-
din sowie Glukuronide der Muttersubstanz und der Metabolite. Bei Schweinen wurde
auch Desaminomethylsulfamethazin nachgewiesen. Die Acetylierung erfolgt beim
Menschen durch die N-Acetyltransferase NAT2, fur die ein genetischer Polymorphis-
mus bekannt ist (schneller und langsamer Acetyliererstatus, wird haufig durch Sulfa-
methazin als Referenzsubstanz bestimmt). Die Stoffwechselprodukte werden mit dem
Urin ausgeschieden (beim Menschen je nach Acetyliererstatus 61 %-94 % als Acetyl-
sulfamethazin sowie 10%-20% freie oder konjugierte Hydroxylierungsprodukte) und
in geringeren Mengen auch Uber die Fazes [375, 376, 378]. N-Oxidierung oder Nitro-
sierung scheint nicht stattzufinden [374].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die antibakterielle Wirksamkeit der Hydroxymetabolite ist 3%—-40 %, das Acetylderivat
und die Glukuronide sind inaktiv [376]. Weitere Informationen zu Metaboliten liegen
nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Eine Spaltung der Acetyl- und Glukuronidderivate in der Umwelt und somit die Ruck-
bildung der Muttersubstanz ist denkbar. Hydroxylierte Metabolite besitzen antibak-
terielle Aktivitat, entstehen jedoch offensichtlich nur in geringerem Umfang.

Sulfamethazin wurde vereinzelt in geringen Konzentrationen im Ablauf von Klaran-
lagen und in Konzentrationen bis zu 0,16 pg/L in Oberflachengewassern nachge-
wiesen [371, 372, 373, 377, 381]. Sulfamethazin war auch im Grundwasser nach-
weisbar [380, 382]. Angaben zu Metaboliten liegen nicht vor.
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Stoffdossier Sulfamethoxazol

Tab. 66: Sulfamethoxazol und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Sulfamethoxazol 723-46-6
Sulfamethoxazol, Natriumsalz 4563-84-2
Sulfamethoxazol-Trimethoprim-Kombination (Co-Trimoxazol) 8064-90-2
Metabolite

Sulfamethoxazol-Hydroxylamin 114438-33-4
4-Nitrososulfamethoxazol 131549-85-4
N-Acetoxysulfamethoxazol 169306-48-3
N-1-Acetylsulfamethoxazol 18607-98-2
N-4-Acetylsulfamethoxazol 21312-10-7

und die jeweiligen Konjugate (vor allem Glukuronide)

Pharmakologie und Toxizitat von Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol wird haufig in Kombination mit Trimethoprim (im Verhaltnis 5:1) als
Antibiotikum verwendet. Die Tagesdosis ist 1600 mg—-3200 mg, in schweren Fallen
auch hoher. Gelegentlich treten gastrointestinale Beschwerden und Hautausschlage,
seltener neurotoxische Effekte (Kopfschmerzen, Midigkeit etc.), Uberempfindlich-
keitsreaktionen (z.T. lebensbedrohlich) oder hdmatologische Veranderungen auf.

Sulfamethoxazol war im Ames-Test (bei starker Toxizitat) nicht mutagen. In humanen
Lymphozyten in vitro verursachte die Substanz keine Chromosomenaberrationen,
ebenso nicht das Gemisch Sulfamethoxazol/Trimethoprim in humanen Fibroblasten.
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Nach in vivo Anwendung von Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombinationsprapara-
ten wurden beim Menschen in peripheren Lymphozyten oder im Knochenmark keine
Chromosomenaberrationen induziert, aber Mikronuklei im Knochenmark. In einer
Studie wurde ein Zusammenhang zwischen der Sulfamethoxazol-Verwendung und
dem vermehrten Auftreten von Tumoren in Lunge und Cervix sowie Myelomen,
Lymphomen und Leukamien beobachtet. Diese Befunde bedurfen der Bestatigung. In
einer Langzeitstudie an Ratten verursachte Sulfamethoxazol vermehrt Schilddrisen-
adenome und -karzinome. Die IARC wertet die Befunde als "Inadequate Evidence for
Carcinogenicity" beim Menschen und als "Limited Evidence" in Tierstudien (Gesamt-
bewertung: nicht klassierbar). Sulfamethoxazol zeigte in Tierstudien embryotoxische
und teratogene Wirkung, beim Menschen wurde in einer Studie zu Effekten der Sulfa-
methoxazol/Trimethoprim-Kombination eine erhohte Fehlbildungsrate beobachtet
[383, 386, 392, 399].

Toxikokinetik und Metabolismus

Sulfamethoxazol wird bei oraler Aufnahme nahezu vollstandig resorbiert. In Kombi-
nation mit Trimethoprim verlangsamt sich die Resorption etwas, ansonsten scheint
die Pharmakokinetik unbeeinflusst. Eine Metabolisierung erfolgt hauptsachlich durch
Hydroxylierung, Acetylierung und Konjugation mit Glukuronsaure. Bei der Acetylie-
rung konnten keine ausgepragten Polymorphismen beobachtet werden.

Ca. 17% einer oral verabreichten Dosis wurden unverandert mit dem Urin ausge-
schieden, 45%-70% einer verabreichten Dosis werden mit dem Urin ausgeschieden,
davon ca. 1/3-1/5 unkonjugiert. Ca. 50% entfielen auf das N-4-Acetylsulfamethoxa-
zol, 2%-3% auf das Hydroxylaminderivat. Geringe Mengen werden auch in Fazes
eliminiert [383, 386, 392].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Acetylierte Metabolite sind bakteriell unwirksam, besitzen jedoch weiterhin die toxi-
schen Eigenschaften der Muttersubstanz. Die akute Toxizitdt von N-4-Acetylsulfa-
methoxazol (orale LD50 in Maus bzw. Ratte: 3471 mg/kg bzw. 8400 mg/kg) ist nur
geringflgig niedriger als die von Sulfamethoxazol (orale LD50 in Maus bzw. Ratte:
2300 mg/kg bzw. 6200 mg/kg) [386, 392, 398, 399].

Das Hydroxylaminderivat wird als idiosynkratisch toxisch beschrieben. Sulfamethoxa-
zol-Hydroxylamin, nicht aber die Muttersubstanz, wirkt stark apoptotisch auf T-Zel-
len [390]. Als Ursache fur beobachtete Hypersensitivitatsreaktionen beim Menschen
(vor allem Hautreaktionen, aber auch systemische Effekte) wird das endogen gebil-
dete Oxidationsprodukt, das Nitrososulfamethoxazol, angesehen. Vermutlich ist fur
die toxische Wirkung die Bildung von Proteinaddukten relevant [392, 394, 400].

In vitro wurde auch die Bildung des N-Acetoxyderivates aus dem Sulfamethoxazol-
Hydroxylamin gezeigt. Dieser potenzielle Metabolit ist starker zytotoxisch als das
Hydroxylaminderivat und im Ames-Test schwach mutagen [396].
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Hydroxylamin- und Nitrosoderivate stehen in der Zelle in einem Redox-Gleichgewicht.
Sie kdnnen durch Glutathion, Cystein (in geringem Umfang auch im Plasma) entgiftet
werden, jedoch wird bei Depletion dieser Reduktionsmittel die Reaktion mit zellularen
Makromolekulen als wahrscheinlich angesehen [393, 395].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metaboliten von Sulfamethoxazol sind zwar pharmakologisch inaktiv, Acetylmeta-
bolite sind jedoch vergleichbar toxisch wie die Muttersubstanz und Hydroxylamin-
derivate Ubertreffen diese teilweise noch hinsichtlich allergischer Reaktionen. Unter
reduktiven Umweltbedingungen ist eine Ruckbildung der Muttersubstanz denkbar.

Sulfamethoxazol war in Oberflachengewassern (USA: Median 0,15 pg/L, maximal
1,9 yg/L) und in Zu- und Ablaufen von Klaranlagen nachzuweisen [384, 385, 387].
Die Abbauraten in Klaranlagen betrugen 15%-45% [388]. Sulfamethoxazol wird
durch Ozonung und CIO;-Behandlung effektiv oxidiert [391].

N-Acetylsulfamethoxazol machte in einer Untersuchung in unbehandeltem Abwasser
bis zu 86 % der Gesamtfracht — Muttersubstanz plus dieser Metabolit, ca. 1,7 pg/L —
aus. Im Ablauf betrugen die Konzentrationen von Sulfamethoxazol und N-Acetyl-
sulfamethoxazol im Median noch 0,4 pg/L, mit einem Anteil des Metaboliten von nur
noch ca.3%. Die Autoren vermuten, dass die Muttersubstanz im Verlauf der
Abwasserbehandlung ruckgebildet werden konnte [389].
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Stoffdossier Sulfasalazin

Tab. 67: Sulfasalazin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Sulfasalazin 599-79-1
Metabolite

Sulfapyridin 144-83-2
N-Acetylsulfapyridin 19077-98-6
Acetylsulfapyridin-O-glukuronid 69233-18-7
Hydroxysulfapyridin

Hydroxysulfapyridinglukuronid

5-Aminosalicylsaure 89-57-6
N-Acetyl-5-aminosalicylsaure 51-59-2

Pharmakologie und Toxizitat von Sulfasalazin

Sulfasalazin wird fur die Therapie von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
und rheumatoider Arthritis verwendet. Sulfasalazin ist ein Prodrug. Der antiinflamma-
torische Wirkstoff ist die 5-Aminosalicylsaure. Der Metabolit Sulfapyridin wirkt anti-
bakteriell. Bei rheumatischen Erkrankungen scheint Sulfapyridin mit zur pharmakolo-
gischen Wirkung beizutragen. Die Tagesdosis ist 1000 mg/d—-4000 mg/d, in speziel-
len Fallen auch hoher (jedoch Risiko von Nebenwirkungen). Haufige Nebenwirkun-
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gen sind Kopfschmerzen, Mudigkeit und Ubelkeit, seltener treten allergische Haut-
reaktionen, Leberfunktionsstérungen und Hepatitis, Pneumonitis hamatologische
Veranderungen sowie eine reversible Verschlechterung der Spermienqualitat (Oligo-
spermie, Infertilitdt) auf. In Langzeitstudien an Ratten und Mausen wurden kanzero-
gene Wirkungen in beiden Spezies beobachtet ("Some Evidence of Carcinogenicity"
in Ratten bei Nieren- und Blasentumoren, "Clear Evidence" in Mausen bei Leber-
tumoren). Sulfasalazin war in Bakterien und in Saugerzellen in vitro nicht mutagen,
induzierte jedoch in vitro in Saugerzellen Schwesterchromatidaustausch und Kineto-
chor-haltige Mikronuklei (Aneuploidie) und invivo in Mausen nach mehrmaliger
Exposition Mikronuklei. In Tierstudien wurde bei maternal nicht toxischen Dosen
keine fruchtschadigende Wirkung beobachtet, jedoch war die mannliche Fertilitat
beeintrachtigt [402, 411, 412, 407].

Toxikokinetik und Metabolismus

Sulfasalazin wird teilweise (10%-30%) bereits im Dinndarm resorbiert. Ein GroRteil
davon (80 %) wird uber die Leber mit der Galle in den Dinndarm ausgeschieden, der
Rest (ca. 10 %) wird unverandert Uber den Urin eliminiert. Der nicht im Dinndarm
resorbierte Anteil (ca. 70 %) wird im Dickdarm durch die Darmflora in die Metabolite
5-Aminosalicylsaure und Sulfapyridin gespalten. Sulfapyridin wird dort weitgehend
resorbiert und in der Leber acetyliert, hydroxyliert und anschlieRend auch glukuroni-
diert. Je nach genetisch bedingtem Acetyliererstatus resultieren unterschiedliche
Plasmaspiegel an Sulfapyridin. Bei langsamen Acetylierern treten hohere Plasma-
konzentrationen auf und die Gefahr von Nebenwirkungen ist dann erhdht. Sulfapyri-
din besitzt eine hoéhere Plasmahalbwertszeit als Sulfasalazin. Die Sulfapyridin-
Metabolite werden mit dem Urin ausgeschieden (ca. 70 % der anteiligen gegebenen
Dosis). 5-Aminosalicylsaure wird nur zu 25% im Colon resorbiert und bereits teilwei-
se in der Darmschleimhaut, aber auch der Leber acetyliert. Ca. 15% der verabreich-
ten Dosis werden mit dem Urin ausgeschieden, die Uberwiegende Menge der 5-
Aminosalicylsaure (75 %) wird Uber Fazes eliminiert. Insgesamt sind 70 %—-90% einer
verabreichten Dosis von Sulfasalazin in Form von Muttersubstanz oder Metaboliten
im Urin nachzuweisen, der Rest in Fazes [402, 403, 412, 407, 414].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Die Muttersubstanz wird uberwiegend erst im Dickdarm an der Azogruppe gespalten.
Hierbei entsteht die pharmakologisch aktive 5-Aminosalicylsdure und Sulfapyridin,
welches vor allem fur die unerwiinschten Nebenwirkungen verantwortlich scheint. Die
weiteren Metabolite zeigen nur geringe pharmakologische Wirkung [402, 412].

Die akute Toxizitat von Sulfasalazin und Sulfapyridin ist vergleichbar (orale LD50 bei
Ratte/Maus >10 g/kg), die von 5-Aminosalicylsdure liegt etwas héher (orale LD50 bei
Ratte/Maus ca. 3 g/kg) [408]. 5-Aminosalicylsaure ist ein effektiver Sauerstoffradikal-
fanger (was auch im Zusammenhang mit der antiinflammatorischen Wirkung gesehen
wird), wobei die Substanz zu einem Benzochinonimin oxidiert werden kann. Dieses
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Produkt ist als potenziell zellschadigend (Proteinaddukte) anzusehen, wird jedoch
normalerweise durch reduzierende Komponenten der Zelle (z.B. Glutathion) effektiv
entgiftet [405, 413].

Sulfapyridin und/oder dessen acetylierte Metabolite verursachten in vitro und in vivo
Schwesterchromatidaustausch und Mikronuklei. Die Aneuploidie-erzeugende Wir-
kung von Sulfasalazin wird deshalb dem Sulfapyridin zugeschrieben. 5-Aminosalicyl-
saure und N-Acetyl-Aminosalicylsaure sind nicht gentoxisch [411].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

5-Aminosalicylsaure ist der pharmakologisch wirksame Metabolit von Sulfasalazin.
Sulfapyridin ist antibakteriell wirksam und die Ursache der Aneuploidie-erzeugenden
Wirkung von Sulfasalazin. Es ist zu vermuten, dass die metabolischen Modifikationen
(z.B. Acetylierung) der beiden Hauptmetabolite in der Umwelt reversibel sind und 5-
Aminosalicylsdure und Sulfapyridin rickgebildet werden kénnen.

Zu Umweltvorkommen liegen kaum Angaben vor. Sulfapyridin war in der Schweiz in
der Limmat in Konzentrationen von wenigen ng/L und in Ablaufen von Schweizer und
kanadischen Klaranlagen in Konzentrationen um 0,1 ug/L nachzuweisen [401, 406].
Auch in Klarschlammen wurde die Substanz gefunden [404].
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Stoffdossier Tilidin

Tab. 68: Tilidin und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Tilidin (Hydrochlorid) 24357-97-9
Metabolite

Nortilidin 38677-94-0
Bisnortilidin 53948-51-9

Pharmakologie und Toxizitat von Tilidin

Tilidin ist ein Analgetikum, die Ubliche Tagesdosis ist 200 mg. Haufig werden Kombi-
nationspraparate mit dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon (Verhaltnis 50:4) ver-
abreicht, um hochdosiertem Missbrauch vorzubeugen. Tilidin ist ein Prodrug, die
pharmakologisch wirksame Substanz ist der Metabolit Nortilidin. Gelegentliche
Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Benommenheit, Obstipation oder Atem-
depression, allergische Haut- oder Atemwegsreaktionen. In Tierstudien zeigte sich
keine teratogene Wirkung [417]. Daten zu Gentoxizitat oder Kanzerogenitat fehlen.

Toxikokinetik und Metabolismus

Tilidin wird nach oraler Gabe schnell und vollstandig (99 %) resorbiert. Tilidin unter-
liegt nach oraler Gabe einem intensiven First-Pass-Effekt. Die Bioverfugbarkeit der
Muttersubstanz ist ca. 8 %, uber 2/3 werden durch N-Demethylierung zur eigentlichen
Wirksubstanz (+)-Nortilidin metabolisiert. Dieses ist wegen eines raschen Metabolis-
mus nur zu ca. 50 % bioverfugbar (1/3 der verabreichten Tilidindosis). Durch weitere
Demethylierung entsteht Bisnortilidin (ebenfalls pharmakologisch aktiv). Der weitere
Stoffwechsel flhrt zu einer Reihe nicht identifizierter Metabolite, die keine pharmako-
logische Wirksamkeit zeigen sollen. Tilidin und seine Metaboliten werden zu 90%
renal ausgeschieden, wobei 0,1%-0,2% Muttersubstanz, ca. 2%-3 % Nortilidin und
3 %—-5% Bisnortilidin unverandert im Urin eliminiert werden [417, 415, 418].

Pharmakologie und Toxizitéat der Metabolite

Nortilidin ist die eigentliche Wirksubstanz des Prodrug Tilidin. Auch der Metabolit
Bisnortilidin besitzt pharmakologische Wirksamkeit.

Weitere Informationen zu den Metaboliten liegen nicht vor.
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Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die Metabolite Nortilidin und Bisnortilidin sind pharmakologisch wirksam, sie werden
jedoch im Organismus effektiv zu weiteren Metaboliten verstoffwechselt und nur in
geringen Mengen ausgeschieden. Diese Metabolite sind nicht charakterisiert.

Angaben zum Umweltvorkommen der Muttersubstanz und der bereits identifizierten
Metabolite liegen nicht vor. Aufgrund der Metabolisierung sind fur diese Substanzen
nur geringe Konzentrationen zu erwarten.
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Stoffdossier Trimethoprim

Tab. 69: Trimethoprim und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Trimethoprim 738-70-5
Sulfamethoxazol-Trimethoprim-Kombination (Co-Trimoxazol) 8064-90-2
Trimethoprimsulfat 56585-33-2
Metabolite

3'-Desmethyl-Trimethoprim
4'-Desmethyl -Trimethoprim
Trimethoprim-1-N-oxid
Trimethoprim-3-N-oxid

o-Hydroxy-Trimethoprim und Konjugate (Glukuronide und
Sulfate)

Pharmakologie und Toxizitat von Trimethoprim

Das Antibiotikum Trimethoprim wird haufig in Kombination mit dem Sulfonamid Sulfa-
methoxazol (im Verhaltnis 1:5) verwendet. Die Tagesdosis ist 320 mg-640 mg. Gele-
gentlich treten gastrointestinale Beschwerden, seltener neurotoxische Effekte (Kopf-
schmerzen, Mudigkeit etc.), Uberempfindlichkeitsreaktionen (in Kombination mit
Sulfamethoxazol, z.T. lebensbedrohlich, wobei Sulfamethoxazol fir diese Wirkung
verantwortlich scheint) oder hamatologische Veranderungen auf. Nach langerer Ein-
nahme wurde eine Reduktion der Spermienzahlen beobachtet. Beim Menschen
wurde in einer Studie zu Effekten der Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination
eine erhohte Fehlbildungsrate beobachtet. In Tierstudien wirkte die Substanz
embryotoxisch und teratogen. Trimethoprim war in Ames-Tests Uberwiegend nicht
mutagen und verursachte in vitro keine Genmutationen oder unplanmafige DNA-
Synthese in Saugerzellen. In vitro-Studien zur Induktion von Chromosomenmutatio-
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nen kamen zu widersprichlichen Ergebnissen, in vivo (auch nach Humanexposition)
waren die Befunde negativ [419, 422, 423, 425, 426].

Toxikokinetik und Metabolismus

Trimethoprim wird bei oraler Aufnahme rasch und nahezu vollstandig resorbiert. Die
Metabolisierung erfolgt hauptsachlich durch O-Demethylierung, N-Oxidation und
Hydroxylierung und fuhrt zu den demethylierten 3'- und 4'-Hydroxyderivaten, welche
im Organismus glukuronidiert oder sulfatiert werden kénnen. In geringerem Umfang
werden 1- und 3-N-Oxide gebildet sowie das a-Hydroxy-Trimethoprim.

70%-100% einer verabreichten Dosis werden mit dem Urin ausgeschieden, davon
etwa 50 % als Muttersubstanz und der Rest als Metabolite (1%-2% N-Oxide). Gerin-
ge Mengen (4 %) werden Uber die Galle in den Fazes eliminiert [419, 421, 422, 423,
426, 427].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Fir die 1- und 3-Oxide wird wegen der Derivatisierung der Pteridinstruktur keine anti-
bakterielle Wirkung angenommen. Eventuell besitzen die 3'-, 4'- und o-Hydroxy-
Derivate eine pharmakologische Wirksamkeit, dies ist jedoch nicht experimentell
nachgewiesen [423].

Weitere Informationen zur Wirkung von Metaboliten liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Die hydroxylierten Derivate haben moglicherweise pharmakologische Wirksamkeit,
entstehen aber nur zu ca. 10% der verabreichten Dosis. Eine Ruckbildung der
Muttersubstanz aus den Metaboliten in der Umwelt ist denkbar.

Trimethoprim war meist nur in sehr geringen Konzentrationen in Oberflachenge-
wassern nachzuweisen [420]. Ein Abbau in der Klaranlage findet nicht statt [424].
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Stoffdossier Valproinséaure

Tab. 70: Valproinsaure und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Valproinsaure 99-66-1
Natriumvalproat 1069-66-5
Metabolite

Valproinsaureglukuronid 60113-83-9
2-Propyl-2-pentensaure 60218-41-9
2-Propyl-4-pentensaure 1575-72-0

3-Hydroxyvalproinsaure
3-Ketovalproinsaure

Pharmakologie und Toxizitat von Valproinsaure

Valproinsaure ist ein Antiepileptikum. In letzter Zeit nimmt auch die Bedeutung als
Chemotherapeutikum zu (Proliferationsinhibitor fur neuronale Zellen). Die Tagesdosis
als Antiepileptikum ist 15 mg/kg—30 mg/kg, die maximale Dosis ist 60 mg/kg. Val-
proinsaure hat sich in Tierstudien als teratogen erwiesen, auch beim Menschen
bestehen entsprechende Erfahrungen (Neuralrohrdefekte). Haufigere Nebenwirkun-
gen sind neurotoxische Effekte (Sedation, Ataxie, Schwindel, Kopfschmerz, Hyperak-
tivitat, Appetitsteigerung), gastrointestinale Beschwerden, Veranderungen von Leber-
funktionsparametern und akute Pankreatitis. In seltenen Fallen wurden schwere
Leberschaden und hamatologische Veranderungen beobachtet. Mutagene Wirkun-
gen konnten nicht eindeutig nachgewiesen werden [428, 429, 435, 432]. Die Berichte
zur Induktion von Schwesterchromatidaustausch und Chromosomenaberrationen
in vivo (Lymphozyten von Epilepsiepatienten) sind widerspruchlich [439, 430]. Weite-
re Untersuchungen berichten eine proliferationshemmende Wirkung auf Tumorzellen
in vitro und in vivo [438].

Toxikokinetik und Metabolismus

Die Resorption erfolgt rasch und praktisch vollstandig. Die Metabolisierung erfolgt
Uberwiegend in der Leber, wobei ein First-Pass-Effekt vorliegt, und fuhrt zu einem
komplexen Metabolitenmuster. Beim Menschen wurden insgesamt Uber 50 Metabo-
lite identifiziert. Es erfolgt Uberwiegend (10%-70%) eine Glukuronidierung. Die B-
Oxidation fuhrt zur 2-Propyl-2-, -3- oder -4-pentensaure, 3-Hydroxyvalproinsaure
sowie zur 3-Ketovalproinsaure, letztere erscheint zu 10%-60% im Urin (durch B-Oxi-
dation entstehen noch weitere Metabolite). Die ®w-Hydroxylierung fuhrt u.a. zur 4- und
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5-Hydroxyvalproinsaure, 4-Keto-2-valproinsaure, 2-Propylglutarsaure und zur 2-
Propylbernsteinsaure. Auch die Metabolite werden als Glukuronide ausgeschie-
den [429, 440, 441].

1%-5 % einer verabreichten Dosis werden unverandert Gber den Urin eliminiert. Bis
zu 95 % werden als Glukuronsaurekonjugate Uber den Urin ausgeschieden (Haupt-
metabolite im Urin: Valproinsaureglukuronid mit 10%-70% und 3-Ketovalproinsaure
mit 10%-60 %). Spuren fanden sich auch in Fazes und der Atemluft. Die Elimina-
tionshalbwertszeit ist durchschnittich 13 h (Spanne 9 h-18 h). Bei Leber- oder
Niereninsuffizienz ist die Plasma-Proteinbindung von Valproinsdure vermindert und
die Eliminationshalbwertszeit verlangert [428, 429, 432, 435, 441].

Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Nachdem der Hauptmetabolit im Plasma (2-Propyl-2-pentensaure) keine teratogene
Wirkung zeigt, wird diese Eigenschaft der Muttersubstanz zugeschrieben. 2-Propyl-2-
pentensaure und 2-Propyl-4-pentensaure sind pharmakologisch fast genauso wirk-
sam wie die Muttersubstanz. Als ursachlich fur die hepatotoxischen Wirkungen
werden 2-Propyl-4-pentensaure, 2,4-Dienvalproinsdure und/oder die 4-Epoxyvalpro-
insaure angesehen. Die ungesattigten Verbindungen werden bei niedriger Dosierung
als Cysteinkonjugat (via Glutathionkonjugation) und das Epoxyderivat durch enzyma-
tische Spaltung (Epoxidhydrolase) entgiftet [428, 429, 441]. Substanzen mit end-
standigen Olefingruppen kdnnen DNA alkylieren [436]. Ob dies fiur die Metabolite 2-
Propyl-4-pentensaure und 2,4-Dienvalproinsaure zutrifft, wurde nicht gezeigt. Auch
bei dem Epoxid sind potenziell alkylierende Eigenschaften zu vermuten. Andererseits
wurde beobachtet, dass Valproinsaure in vitro und in vivo antiproliferierende Wirkung
auf Tumorzellen hat [438].

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Bei dem komplexen Metabolismus der Valproinsaure ist eine umfassende Abschat-
zung der pharmakologischen und toxikologischen Relevanz aller Metabolite nicht
moglich. Zwei Stoffwechselprodukte (2-Propyl-2-pentensaure und 2-Propyl-4-penten-
saure) sind pharmakologisch als fast genauso wirksam wie die Muttersubstanz
beschrieben. Der 2-Propyl-4-pentensaure, 2,4-Dienvalproinsaure und/oder der 4-
Epoxyvalproinsaure werden hepatotoxische Wirkungen und potenziell gentoxische
Wirkungen unterstellt. Es ist zu erwarten, dass diese, als Glukuronide ausgeschiede-
nen reaktiven Metabolite unter Umweltbedingungen zu den ursprunglichen Verbin-
dungen gespalten werden kénnen, aber auch zu (vermutlich hydroxylierten) Folge-
produkten weiterreagieren konnen.

Valproinsaure wurde in Oberflachengewassern in Baden-Wurttemberg mit mittleren
Konzentrationen von ca. 10 ng/L gefunden und in Zuldufen von Klaranlagen mit
ca. 100 ng/L. In Schwebstoffen von Klaranlagenzuldufen wurden Konzentrationen bis
zu mehreren mg/kg gefunden. Klaranlagen eliminierten Valproinsaure zu 16%-99 %
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[431, 437]. Angaben zu Umweltvorkommen von Valproinsauremetaboliten wurden
nicht gefunden.
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Stoffdossier Verapamil

Tab. 71: Verapamil und Metabolite

Substanz CAS-Nr.
Verapamil 52-53-9
Verapamilhydrochlorid 152-11-4
Metabolite

Norverapamil (2,8-bis-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-isopropyl-6- 67018-85-3
azaoctanitril)

D-617 (N-Dealkylverapamil; 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-
methylamino-2-isopropylvaleronitril)

D-620 (N-Dealkylnorverapamil)

D-702 (2-(3,4-dimethoxy-phenyl)-8-(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-6-methyl-2-isopropyl-6-azaoctanitril)

D-703 (2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-8-(3,4-dimethoxy-
phenyl)-6-methyl-2-isopropyl-6-azaoctanitril

PR 22 (D-715, (N-Dealkylverapamil; 2-(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-8-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methyl-2-isopropyl-6-
azaoctanitril))

PR-25 (2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-methylamino-2-
isopropylvaleronitril)

Pharmakologie und Toxizitat von Verapamil

Verapamil hemmt den Ca-Einstrom in Herz- und GefaBmuskelzellen und ist ein Vaso-
dilator, welcher zur Behandlung von Hypertonie und ischamischen Herzkrankheiten
eingesetzt wird. Ublicherweise wird es als Racemat verwendet, das (S)-Enantiomer
ist pharmakologisch wirksamer. Die Ubliche Tagesdosis ist 240 mg-480 mg. Haufige
Nebenwirkungen sind gastrointestinale Beschwerden. Gelegentlich kommt es zu
allergischen Reaktionen, neurotoxischen Effekten oder zu Leberfunktionsstorungen.
Humanstudien ergeben Anhaltspunkte fir eine kanzerogene Wirkung in verschie-
denen Organen. In invitro und in vivo-Studien war Verapamil Uberwiegend nicht
mutagen, in einer Langzeitstudie an Ratten wurde keine kanzerogene Wirkung
beobachtet, bei Coadministration mit Kanzerogenen wirkte Verapamil tumorinhibie-
rend. Verapamil war in Tierstudien nicht teratogen, aber bei Ratten (nicht aber Kanin-
chen) in maternal toxischen Dosen embryotoxisch [443, 445, 446, 444].

Toxikokinetik und Metabolismus

Verapamil wird nach oraler Exposition rasch und nahezu vollstandig resorbiert. Auf-
grund eines effektiven First-Pass-Effektes in der Leber (starker fur das (S)-Enantio-
mer) betragt die Bioverfligbarkeit einer Einmaldosis nur ca. 20 %. Bei Mehrfachappli-
kation ist die Verfugbarkeit bis zu 2fach héher, was auf eine Sattigung des Stoffwech-
sels zurtckgefuhrt wird. Verapamil wird fast vollstandig verstoffwechselt. Insgesamt
12 Metabolite wurden identifiziert, Hauptmetabolite sind das N-demethylierte Nor-
verapamil (6% der verabreichten Dosis im Urin) und weitere N- und O-dealkylierte
Verbindungen (siehe Tab. 71), wovon Mengenangaben nur zu D-617 (22%), D-703
(7 %) und zu D-620 (3 %-4 %) vorliegen. Die Ausscheidung erfolgt zu 70 % Uber den
Urin (davon 3 %-4 % Muttersubstanz) und bis zu 16 % in Fazes [442, 446, 447].
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Pharmakologie und Toxizitat der Metabolite

Norverapamil weist eine pharmakologische Wirksamkeit von ca. 20 % der Muttersub-
stanz auf, die restlichen Metabolite sind weitgehend inaktiv [442].

Informationen zur Toxizitat der Metabolite liegen nicht vor.

Pharmakologische und toxikologische Relevanz der Metaboliten

Unter den Metaboliten von Verapamil weist nur das Norverapamil nennenswerte
pharmakologische Wirksamkeit auf. Hinsichtlich der toxischen Wirkungen liegen
keine Informationen vor.

Zu Vorkommen in Umweltmedien liegen kaum Informationen vor. Verapamil wurde in
Osterreich in Klaranlagen nur vereinzelt gefunden (max. 68 ng/L), aus den spérlichen
Daten ist kein nennenswerter Abbau zu vermuten [449]. Auch in Berlin war Verapamil
vereinzelt in Zu- und Ablaufen von Klaranlagen in Konzentrationen <0,1 pg/L nachzu-
weisen [448].
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Closed-Bottle-Test Sulfapyridin

Abb. 52
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Tab. 83: Parameter Ozonungsansatz Sulfapyridin

Tab. 84: Sulfapyridin (links Ozon, rechts Prifsubstanz)
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