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Zielsetzung und
AnlalR des Vor-
habens

Arzneimittel werden in der Veterindrmedizin nach wie vor in grol3en Mengen eingesetzt. Nach Applikati-
on werden die aktiven Wirkstoffe und/oder ihre Metaboliten ausgeschieden und kénnen dann lber die
Wirtschaftsdiinger in den Boden und im Falle der Sulfonamide auch in das Grundwasser gelangen. Vor-
untersuchungen haben gezeigt, dass das Umweltverhalten von Tierarzneimitteln auch innerhalb einer
klar definierten Substanzgruppe sehr unterschiedlich sein kann.
Die Reduzierung des Eintrages von Tierarzneimitteln in die Umwelt durch gezielte Substanzauswahl —
unter Beriicksichtigung von Formulierung und Abbaubarkeit — ist ein grundsatzlich neuer Ansatz zu einer
Ldsung der Umweltproblematik dieser Wirkstoffe. Hierdurch kénnte der Tierarzneimitteleinsatz nicht nur




guantitativ reduziert sondern durch eine Verringerung des Eintrages an mikrobiologisch aktiven Stoffen
auch in qualitativer Hinsicht beeinflusst werden.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Ein Teilaspekt des beantragten Forschungsprojektes besteht darin, die Verlagerbarkeit und somit das
Grundwassergefahrdungspotenzial verschiedener veterindrmedizinisch bedeutsamer Sulfonamide in Ly-
simetern, die auf zwei Standorten mit verschiedenen Bodentypen eingerichtet worden sind, vergleichend
zu untersuchen. Die Bdden sind umfassend charakterisiert und unterscheiden sich erheblich in der
KorngrélRenzusammensetzung, dem pH-Wert, dem Humus- sowie dem Kalk- und Skelettgehalt. Die ge-
wonnenen Wasserproben werden dann mittels Hochleistungsflissigleitschromatographie gekoppelt mit
Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS-MS) quantitativ auf Sulfonamide untersucht.

Die Abbaubarkeit der Wirkstoffe wird mittels anaerober Tests in Anlehnung an die einschlagigen ISO-
Vorschriften im LabormaRstab zur Priifung der anaeroben Abbaubarkeit von Stoffen durchgefiihrt. Damit
werden anaerobe Verhaltnisse fur die Gullefermentation simuliert. Tests, die méglicherweise hierfur ge-
eignet sein konnten, sind in ISO 13641, ISO 11734 und OECD 311 ausfihrlich beschrieben und dienen
somit als Grundlage fir die geplanten Untersuchungen. Die Untersuchung des Abbauverhaltens und
mdglicher Abbauprodukte erfolgt mittels HPLC-MS-MS und ggf. anderer geeigneter Methoden.

Zur Untersuchung der Photoabbaubarkeit werden die Sulfonamide in wassriger Losung in verschiede-
nen Konzentrationen mit UV-Licht (UVA, UVB, UVA/UVB) Uber unterschiedliche Zeitrdume bestrahlt. Bei
der Festlegung der einzusetzenden Sulfonamidkonzentrationen werden die praxistiblichen Konzentrati-
onsbereiche (Trinkwasserapplikation, Einsatz in der Aquakultur) vorrangig berlcksichtigt. Die Analytik
erfolgt mittels HPLC und UV-Detektion, zur Identifizierung von Abbauprodukten wird HPLC-MS-MS ein-
gesetzt werden.

Der Einfluss der Formulierung auf die Pharmakokinetik und letztendlich das Ausscheidungsverhalten der
Wirkstoffe soll zunachst beispielhaft fur Sulfadiazin untersucht werden. Hierzu werden die Wirkstoffe
derzeit als pulverférmige Arzneimittel zur oralen Anwendung eingesetzt. Diese Art der Behandlung birgt
das Risiko einer Verschleppung - beispielsweise durch Staube. Es wird daher angestrebt, Formulierun-
gen herzustellen, bei denen dieses Risiko minimiert ist. Dies kénnen Granulate, mikroverkapselte For-
mulierungen oder auch wirkstoffbeladene Lipidnanopartikel sein.

SchlieBlich sollen anhand der Daten aus den unterschiedlichen experimentellen Ansatzen mittels QSAR-
Modellierungen Leitstrukturen identifiziert werden, die bei der Synthese neuer umweltfreundlicher Sulfo-
namide berlcksichtigt werden kénnten.
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Ergebnisse und Diskussion

Lysimeterstudien, Analytik (LBEG, TIHOTOX, seit 01.03.11 JLU GIE)

Eine Analysenmethode fir Sulfonamide in Gille, in Wasserproben und zur Untersuchung von Gartests
wurde entwickelt und den Projektpartnern zur Verfligung gestellt. Darliber hinaus ist es gelungen, die
HPLC-FlieBmittelsysteme einer bislang eingesetzten Analysenmethode fir Sulfonamide von Acetontril
auf Methanol umzustellen. Nach dem Umzug nach Giel3en konnte die Empfindlichkeit des Messverfah-
rens flir Wasserproben weiter gesteigert werden.

Funf Gille-Beaufschlagungen der Lysimeter wurden im Herbst 2009 und 2010 sowie im Friihjahr 2010,
2011 und 2012 durchgefiihrt und kontinuierlich beprobt. Hinsichtlich einer Gefahrdung des Grundwas-
sers wurden Sulfamethazin und Sulfamethoxazol als schnell verlagerbare Substanzen in Lysimeterver-
suchen identifiziert. Einige Wirkstoffe gelangten erst nach deutlich langerer Zeit und in sehr niedrigen
Konzentrationen in das Ablaufwasser der Lysimeter, wahrend zwei Wirkstoffe (Sulfaguanidin und Sulfa-
thiazol) innerhalb des Untersuchungszeitraums nicht im Lysimeterabfluss nachgewiesen werden konn-
ten. Die Gesamtfrachten der verlagerten Sulfonamide waren gering und betrugen deutlich weniger als 1
% der ausgebrachten Wirkstoffmenge. Sulfonamide werden offensichtlich sehr stark im Boden zurtick-
gehalten, jedoch besteht ein langfristiges Auswaschungspotenzial.

Pharmakologie und Photooxidierbarkeit (TIHOPHARM, WDT)

Der Einsatz von Tierarzneimitteln in Aquakulturen bedeutet — zumindest in offenen Systemen — einen
unmittelbaren Eintrag von Wirkstoffen in die aquatische Umwelt. Da Sulfonamide durch Sonnenlicht pho-
todegradierbar sind, wurden Abbauraten der einzelnen Wirkstoffe und die Toxizitat der entstehenden
Transformationsprodukte ermittelt. Die untersuchten Arzneimittel lieRen sich hinsichtlich ihrer Abbaubar-
keit im UV-Licht in nahezu vollstandig abbaubare Substanzen sowie in mittel- bis geringgradig abbaubar
einstufen. In-Vitro-Tests an eukaryotischen Zellen ergaben keine adversen Effekte. Durch einen modifi-
zierten mikrobiologischen Hemmstofftest konnte gezeigt werden, dass durch Photodegradation auch die
antibakterielle Wirkung der Sulfonamide verloren gehen kann. Toxizitatsstudien an Leuchtbakterien zeig-
ten ein uneinheitliches Bild, eine Wirkungsabschwachung wurde nur fir Sulfadiazin beobachtet. Hieraus
wurde die vorlaufige Schlussfolgerung gezogen, dass bestimmte Sulfonamide unter dem Einfluss von
UV-Licht gut transformierbar unter dem Verlust ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit sind. Die Toxizitat der
Transformationsprodukte lasst sich derzeit nicht abschlieend beurteilen und vor einer veterinarmedizi-
nischen Verwendung der in diesem Projekt untersuchten Wirkstoffe miissen weitere standardisierte To-
xizitatstests durchgefihrt werden.

Die Applikation von Tierarzneimitteln in Pulverform Uber das Futter flihrt zu einer hohen Staubentwick-
lung und Arzneimittel kbnnen Uber den Luftweg auch in andere Stallbereiche verschleppt werden. Dar-
Uber hinaus kdnnen Landwirte und Tierarzte Stallstdube inhalieren und Uber die Abluftsysteme der Stal-
lungen gelangen Wirkstoffe bis in die Stallumgebung. In praxisnahen Untersuchungen konnte eindeutig
gezeigt werden, dass die Sulfadiazingehalte in Sedimentationsstauben und auch in Aerosolen bei Pellet-
futterung deutlich geringer waren als bei der Mehlfiitterung. Eine Ubertragung dieser Ergebnisse auf alle
Sulfonamide und auch auf andere Tierarzneimittelgruppen scheint gerechtfertigt zu sein, da die Staub-
reduktion durch die besondere Formulierung des Arzneimittels erreicht werden konnte. Dies filhrt letzt-
endlich zu einer geringeren gesundheitlichen Belastung von Mensch und Tier. Durch die Reduktion von
Arzneimittelverschleppungen wird auch die Entstehung von Antibiotikaresistenzen im Stall und der un-
mittelbaren Umgebung minimiert.

Biologische Abbaubarkeit und QSAR (Uni Freiburg, seit 1.10.10 Uni Lineburg)

Umfangreiche Untersuchungen zur aeroben und anaeroben Abbaubarkeit der Sulfonamide mit Stan-
dardtests bzw. adaptierten Standardverfahren wurden durchgefiihrt, um Strategien flr moégliche Aufbe-
reitungsverfahren fur sulfonamidhaltige Wirtschaftsdiinger zu entwickeln. Hinsichtlich der aeroben Ab-
baubarkeit sind alle untersuchten Sulfonamide als nicht leicht biologisch abbaubar zu klassifizieren.
Untersuchungen zum anaeroben Abbau mittels Faulschlamm und mit einem Biogassubstrat brachten
glnstigere Ergebnisse. Wahrend im Faulschlamm kein Sulfonamid zu mehr als 25 % abgebaut werden
konnte, konnte im Biogassubstrat fir Sulfamethoxazol ein Abbau bis zu 35 % ermittelt werden. Noch ho-
here Werte wurden fir die Primarelimination ermittelt: diese lag z. B. fur Sulfamethoxazol bei 84 %.
Durch begleitende analytische Methoden konnten nicht nur im Falle des Sulfamethoxazols sondern auch
fur Sulfamerazin und Sulfadimethoxin Transformationsprodukte nachgewiesen werden. Eine abschlie-
Bende Strukturaufklarung steht allerdings noch aus. Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass durch anaerobe Prozesse, die z. B. auch in Biogasanlagen ablaufen, zumindest einzelne Sul-
fonamide abgebaut werden kénnen. Insofern lieRe sich durch die anerobe Vorbehandlung sulfonamid-
haltiger Gillen in Biogasanlagen der Wirkstoffgehalt reduzieren und die als Diinger verwendeten Fer-
mentationsriickstdnde wiirden eine zumindest verringerte Arzneimittelfracht in die Béden einbringen.

Fur QSAR stehen nur fur den Closed Bottle Test (CBT) Bioabbau-Module zur Verfligung, die die expe-




rimentellen Ergebnisse bestétigten, dass die Sulfonamide aerob nicht abbaubar sind. Fir die Erweite-
rung der Datenbasis wurden neben den ausgewahlten Sulfonamiden strukturverwandte Substanzen im
CBT auf ihre leichte biologische Abbaubarkeit untersucht und die Prifung der Substanzen im manomet-
rischen Respirationstest (MRT) angeschlossen, bei dem das Inokulum in héherer Konzentration vorliegt.
Fur den MRT fehlen bislang Abbau-Module.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Wichtige Teilergebnisse des Projektes wurden u.a. auf der 3" International Conference on Sustainable
Pharmacy, 19.-20.11.2012, in Osnabriick als Poster und in folgenden Vortréagen vorgestellt;

e Gerd Hamscher - Replacement of veterinary drugs — possibilities and pitfalls

e Manfred Kietzmann - Potential ways to decrease environmental contaminations of sulfonamides

from swine livestock

Die Publikation der Ergebnisse wird teilprojektbezogen in mehreren internationalen Zeitschriften erfol-
gen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist nach Publikation der Teilprojektdaten in einer veteri-
narmedizinisch orientierten Zeitschrift vorgesehen.

Der Deutschlandfunk hat in einem Feature zur nachhaltigen Pharmazie berichtet. Projektbezogene In-
terviews wurden mit Herrn Hamscher, Herrn Kietzmann und Herrn Kimmerer aufgezeichnet. Link:
http://www.dradio.de/dIf/sendungen/forschak/2259359/ (letzter Aufruf am 28.10.2013)

Fazit

AbschlieBend ist festzuhalten, dass ein umweltfreundliches Sulfonamid flr alle veterindrmedizinischen
Anwendungen nicht identifiziert werden konnte. Ergebnisse aus den verschiedenen Teilprojekten zeig-
ten aber z. T. sehr deutlich, dass es trotz einer hohen Strukturhomologie innerhalb der Substanzklasse
deutliche Unterschiede der einzelnen Sulfonamide im Umwelt- und Abbauverhalten gibt. Dartiber hinaus
wurde die Arzneimittelformulierung als ein wichtiger Parameter erkannt, der auch tber die untersuchte
Substanzklasse hinaus wichtige Schlussfolgerungen fir andere Stoffgruppen erlaubt.

Deutsche Bundesstiftung Umwelt © An der Bornau 2 © 49090 Osnabriick © Tel 0541/9633-0 © Fax 0541/9633-190 © http://www.dbu.de




Zusammenfassung

Durch die Identifizierung und Charakterisierung umweltfreundlicher Tierarzneimittel kann moglicher-
weise ein wichtiger Beitrag zu einer nachhaltigeren Pharmazie geleistet werden. Daher wurde in
einem interdisziplinaren Verbundprojekt am Beispiel ausgewahlter Sulfonamide versucht, basierend
auf umweltrelevanten Eigenschaften, ein Ranking dieser Wirkstoffe zu erstellen. Untersuchungspara-
meter stellten die Grundwassergangigkeit, der aerobe und anaerobe Abbau, die Photodegradation
sowie der Einfluss der Arzneimittelformulierung auf die Umwelteigenschaften dar.

Hinsichtlich einer Gefdahrdung des Grundwassers wurden Sulfamethazin und Sulfamethoxazol als
schnell verlagerbare Substanzen in Lysimeterversuchen identifiziert. Einige Wirkstoffe gelangten erst
nach deutlich langerer Zeit und in sehr niedrigen Konzentrationen in das Ablaufwasser der Lysimeter,
wahrend zwei Wirkstoffe innerhalb des Untersuchungszeitraums nicht im Lysimeterabfluss nach-
gewiesen werden konnten. Die Gesamtfrachten der verlagerten Sulfonamide betrugen weniger als
1% der ausgebrachten Wirkstoffmenge. Sulfonamide werden offensichtlich sehr stark im Boden
zurlickgehalten, jedoch besteht ein langfristiges Auswaschungspotenzial.

Der Einsatz von Tierarzneimitteln in Aquakulturen bedeutet — zumindest in offenen Systemen — einen
unmittelbaren Eintrag von Wirkstoffen in die aquatische Umwelt. Da Sulfonamide durch Sonnenlicht
photodegradierbar sind, wurden Abbauraten der einzelnen Wirkstoffe und die Toxizitdt der
entstehenden Transformationsprodukte ermittelt. Die untersuchten Arzneimittel lieen sich
hinsichtlich ihrer Abbaubarkeit im UV-Licht in nahezu vollstandig abbaubare Substanzen sowie in
mittel- bis geringgradig abbaubar einstufen. In-Vitro-Tests an eukaryotischen Zellen ergaben keine
adversen Effekte. Durch einen modifizierten mikrobiologischen Hemmstofftest konnte gezeigt wer-
den, dass durch Photodegradation auch die antibakterielle Wirkung der Sulfonamide verloren gehen
kann. Toxizitatsstudien an Leuchtbakterien zeigten ein uneinheitliches Bild, eine Wirkungsab-
schwachung wurde nur fir Sulfadiazin beobachtet. Hieraus wurde die vorlaufige Schlussfolgerung
gezogen, dass bestimmte Sulfonamide unter dem Einfluss von UV-Licht gut transformierbar unter
dem Verlust ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit sind. Die Toxizitat der Transformationsprodukte |dsst
sich derzeit nicht abschlieBend beurteilen und vor einer veterindrmedizinischen Verwendung der in
diesem Projekt untersuchten Wirkstoffe miissen weitere standardisierte Toxizitatstests durchgefiihrt
werden.

Umfangreiche Untersuchungen zur aeroben und anaeroben Abbaubarkeit der Sulfonamide mit
Standardtests bzw. adaptierten Standardverfahren wurden durchgefiihrt, um Strategien fir mogliche
Aufbereitungsverfahren fir sulfonamidhaltige Wirtschaftsdiinger zu entwickeln. Hinsichtlich der
aeroben Abbaubarkeit sind alle untersuchten Sulfonamide als nicht leicht biologisch abbaubar zu
klassifizieren.

Untersuchungen zum anaeroben Abbau mittels Faulschlamm und mit einem Biogassubstrat brachten
glnstigere Ergebnisse. Wahrend im Faulschlamm kein Sulfonamid zu mehr als 25 % abgebaut werden
konnte, konnte im Biogassubstrat fir Sulfamethoxazol ein Abbau bis zu 35 % ermittelt werden. Noch
hohere Werte wurden fiir die Primdrelimination ermittelt: diese lag z. B. flir Sulfamethoxazol bei
84 %. Durch begleitende analytische Methoden konnten nicht nur im Falle des Sulfamethoxazols
sondern auch fir Sulfamerazin und Sulfadimethoxin Transformationsprodukte nachgewiesen
werden. Eine abschliefende Strukturaufklarung steht allerdings noch aus. Durch diese Unter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass durch anaerobe Prozesse, die z. B. auch in Biogasanlagen



ablaufen, zumindest einzelne Sulfonamide abgebaut werden kdénnen. Insofern lieBe sich durch die
anerobe Vorbehandlung sulfonamidhaltiger Giillen in Biogasanlagen der Wirkstoffgehalt reduzieren
und die als Diinger verwendeten Fermentationsriickstinde wiirden eine zumindest verringerte Arz-
neimittelfracht in die Béden einbringen.

Die Applikation von Tierarzneimitteln in Pulverform Uber das Futter fihrt zu einer hohen Staub-
entwicklung und Arzneimittel kdnnen (iber den Luftweg auch in andere Stallbereiche verschleppt
werden. Dariber hinaus kénnen Landwirte und Tierdrzte Stallstaube inhalieren und liber die Abluft-
systeme der Stallungen gelangen Wirkstoffe bis in die Stallumgebung. In praxisnahen Unter-
suchungen konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Sulfadiazingehalte in Sedimentationsstauben
und auch in Aerosolen bei Pelletflitterung deutlich geringer waren als bei der Mehlfiitterung. Eine
Ubertragung dieser Ergebnisse auf alle Sulfonamide und auch auf andere Tierarzneimittelgruppen
scheint gerechtfertigt zu sein, da die Staubreduktion durch die besondere Formulierung des Arznei-
mittels erreicht werden konnte. Dies fiihrt letztendlich zu einer geringeren Belastung von Mensch
und Tier. Durch die Reduktion von Arzneimittelverschleppungen wird auch die Entstehung von
Antibiotikaresistenzen im Stall und der unmittelbaren Umgebung minimiert.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass ein umweltfreundliches Sulfonamid fiir alle veterindrmedizi-
nischen Anwendungen nicht identifiziert werden konnte. Ergebnisse aus den verschiedenen Teilpro-
jekten zeigten aber z. T. sehr deutlich, dass es trotz einer hohen Strukturhomologie innerhalb der
Substanzklasse deutliche Unterschiede der einzelnen Sulfonamide im Umwelt- und Abbauverhalten
gibt. Darlber hinaus wurde die Arzneimittelformulierung als ein wichtiger Parameter erkannt, der
auch (ber die untersuchte Substanzklasse hinaus wichtige Schlussfolgerungen fiir andere Stoff-
gruppen erlaubt.
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1 Zielsetzung

Arzneimittel werden in der Veterindrmedizin nach wie vor in groBen Mengen eingesetzt. Nach
Applikation werden die aktiven Wirkstoffe und/oder ihre Metaboliten ausgeschieden und kénnen
dann Uber die Wirtschaftsdiinger in den Boden und im Falle der Sulfonamide auch in das
Grundwasser gelangen. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass das Umweltverhalten von
Tierarzneimitteln auch innerhalb einer klar definierten Substanzgruppe sehr unterschiedlich sein
kann.

Die Reduzierung des Eintrages von Tierarzneimitteln in die Umwelt durch gezielte Substanzauswahl —
unter Bericksichtigung von Formulierung und Abbaubarkeit — ist ein grundsatzlich neuer Ansatz zu
einer Losung der Umweltproblematik dieser Wirkstoffe. Hierdurch kénnte der Tierarzneimitteleinsatz
nicht nur quantitativ reduziert sondern durch eine Verringerung des Eintrages an mikrobiologisch
aktiven Stoffen auch in qualitativer Hinsicht beeinflusst werden.

Das Hauptziel, ein ,umweltfreundliches” Tierarzneimittel zu identifizieren, sollte durch grundlegende
Untersuchungen in anwendungsspezifischen Teilprojekten erreicht werden. In der ersten Projekt-
phase sollte der Einfluss der Arzneimittelformulierung auf die pharmakologischen Eigenschaften und
das Ausscheidungsverhalten im Schwein am Beispiel des Sulfadiazins untersucht werden. Parallel
hierzu sollte modellhaft das Umweltverhalten verschiedener Sulfonamide — einschlielRlich des
Sulfadiazins — hinsichtlich Verlagerung in das Grundwasser, Abbauverhalten wahrend der
Fermentation und ihres Photoabbauverhaltens untersucht werden. Das aus diesen Untersuchungen
hervorgehende umweltfreundlichste Sulfonamid sollte danach hinsichtlich seiner Formulierung
entsprechend den Erfahrungen aus dem Sulfadiazin-Pilotversuch weiter optimiert werden, um so die
therapeutisch notwendigen Dosen senken zu kdnnen. Mittels QSAR-Modellierung sollten dariber
hinaus Leitstrukturen identifiziert werden, die bei der Synthese neuer umweltfreundlicher
Sulfonamide beriicksichtig werden kénnten.

Letztendlich sollten die grundlegenden Untersuchungen zu einem neuen, umweltfreundlichen
Sulfonamid fiihren, das aktiv beworben werden kann. Durch den Einsatz dieses Produktes kénnte der
Einsatz von Tierarzneimitteln einerseits bereits im Stall reduziert werden und andererseits kénnten
die ausgeschiedenen Rest-Wirkstoffe durch Fermentation inaktiviert bzw. in ihrer Wirkung deutlich
abgeschwacht werden. Somit kénnte in zwei praxisrelevanten Bereichen der Eintrag von Tierarz-
neimitteln in die Umwelt verringert werden.



2 Sulfonamide

Sulfonamide sind antibakteriell-wirkende Substanzen und stellen Derivate der p-Aminobenzoe-
sulfonsaure (Sulfanilsdure) dar. Sie sind die ersten chemisch hergestellten Breitbandantibiotika und
werden deshalb haufig auch als ,,Chemotherapeutika“ bezeichnet. lhre gemeinsame Grundstruktur
gleicht dem Sulfanilamid, das am Amidstickstoff durch verschiedene heterocyclische Reste

substituiert wird (Abb. 2-1).
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Abb. 2-1: Sulfonamidstrukturen.

lhr Wirkmechanismus beruht auf der Struktur-Analogie zur p-Aminobenzoesdure. Diese ist ein
wichtiger Baustein in der Folsduresynthese der Bakterien. Durch die Sulfonamide kommt es zu einer
kompetitiven Hemmung der Dihydropteroinsdure-Synthetase. Im Weiteren wird dadurch die
bakterielle DNA-, RNA- und Eiweillsynthese gestort und die kérpereigenen Abwehrkrafte haben die
Moglichkeit, die Bakterien abzutéten. Aus diesem Grund spricht man von einer bakteriostatischen

Wirkung.

Die wichtigsten Eigenschaften der hier untersuchten Sulfonamide sind in Tab. 2-1 zusammengefasst.
Wahrend Sulfamethoxazol vorwiegend in der Humanmedizin eingesetzt wird, werden in der
Veterindrmedizin vor allem Sulfadiazin und Sulfamethazin eingesetzt. Haufig werden Sulfonamide
auch in Kombination mit Trimethoprim, einem Diaminobenzylpyrimidin-Derivat, eingesetzt, das
ebenfalls (an anderer Stelle) in die Folsduresynthese eingreift. Hierdurch kommt es zu einer
synergistischen Wirkung. Trimethoprim wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.



Tab. 2-1: Sulfonamide.

Her- Einsatzgebiete
. CAS- steller Molare x log (Zugelassene
Sulfonamid Nummer (Bestell- Masse PKs Kow Arzneimittel in
nummer) Deutschland)
- Sigma 1 -
Sulfaguanidin SGU 57-67-0 (32402) 214,3 11,3 1,22
Hund, Pferd, Rind,
Sulfadiazin sDz  68-35.9 oema 251,3 64" -0,09 Schaf,Schwein,
(35033) Ziege, Katze
. Sigma 1 -
Sulfapyridin SPY 144-83-2 (31738) 249,3 8,4 0,35
. Sigma . Schweiz: Pferd,
Sulfathiazol STZ 72-14-0 (46902) 2553 7,2 0,05 Rind, Schwein
; Sigma 2 Pferd
Sulfamerazin SMR 127-79-7 (46826) 264,3 7,1 0,14
Sulfamethazin .
Sigma 1 -
(synonym: sMmz 57-68-1 (46802) 2783 7,6 0,89
Sulfadimidin)
Hund, Katze, Pferd,
Sulfamethoxy-  ¢\ior o353 SIEMa 2803 6,7' 0,32 Rind, Schaf,
pyridazin (46858) Schwein
Sulfachlor- Sigma 3 -
oyridazin scy 80-32-0 (46778) 284,7 5,9 0,87
ol SMX  723-46-6 (46850) 253,3 5,6 0,89
Hund, Huhn,
Sulfadi- Sigma , Kaninchen, Katze,

Schwein

'ChemIDPlus Advanced: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
’A Practical Guide to Contemporary Pharmacy Practice, pKa’s of drugs and reference compounds: http://web.squ.edu.om/med-

Lib/MED_CD/E_CDs/A%20Practical%20Guide%20to%20Contemporary%20Pharmacy%20Practice/
3CliniPharm: http://www.vetpharm.uzh.ch/wir/00000008/0320__F.htm

"Amidstickstoff



3 Untersuchung des Wassergefahrdungspotenzials in ungestérten GroR3lysi-
metern (Federfiihrung: TIHOTOX, jetzt JLU GIE in enger Zusammenarbeit
mit LBEG)

3.1 Fragestellung

Untersuchungen zur Verlagerung von zehn, mit dotierter Giille unter Feldbedingungen ausgebrach-
ten, Sulfonamiden mit dem Sickerwasser.

3.2 Methodik

3.2.1 Versuchsstandorte

Es wurden zwei Standorte ausgewahlt, die spezifische Risiken der Stoffverlagerung mit dem Sicker-
wasser abbilden. Der Standort Hohenzethen ist ein Sandboden mit einer hohen Austauschhaufigkeit
der Wurzelzone (>2) in den Wintermonaten (Tab. 3-1). Der Standort Jiihnde ist ein toniger Fest-
gesteinsboden mit einem hohen Skelettanteil und einer flachgriindigen Ausprdagung. Der hohe
Skelettanteil erhohte die Austauschhaufigkeit und den Makroporenfluss, durch die Flachgriindigkeit
ist ein schneller Eintrag von Stoffen in den Kluftgrundwasserleiter zu erwarten.

Tab. 3-1: Eigenschaften der Boden (Ap-Horizont) gemaB Hoper et al. 2007.

Sand Schluff Ton pH Corg N Kalk

% % % caclzy % % %
Hohenzethen 83,5 11,6 4,9 5,7 1,0 0,08 0
Juhnde! 4,3 54,4 41,3 7,4 2,6 0,27 0,2

! Der Skelettanteil (> 2 mm) in Jithnde betragt 33 % (Tiefe: 0- 0,2 m)

3.2.2 Versuchsanstellung

Je zwei ungestérte GroRlysimeter pro Standort (1 m? Grundflache, 2 m tief in Hohenzethen und 1 m
tief in Jihnde) werden halbjihrlich mit 5 m3/ha dotierter Schweinegiille beaufschlagt. Die Giille wird
mit 20 mg/kg der im Projekt zu testenden Sulfonamide sowie mit 100 mg/L Bromid als konserva-
tivem, gut wasserloslichen und sorptionsfreien Tracer versetzt. Vor der Begiillung wird die Gillepro-
be eine Woche bei Raumtemperatur gelagert. Eine Riickstellprobe der gelagerten Giille wird auf Sul-
fonamide analysiert. Bei Vorhandensein von landwirtschaftlichen Kulturen erfolgte die Ausbringung
der Giille in Streifen, mit einem Litermal3, zwischen die Pflanzen, ohne Einarbeitung (Abb. 3-1). Diese
Vorgehensweise entspricht der Praxis der Schleppschlauchausbringung in stehende Bestdnde. Auf
brach liegenden Flachen wurde die Einarbeitung parallel zu den MalRnahmen des Landwirtes vorge-
nommen.



Abb. 3-1: Gilleausbringung auf Maisstoppel (Hohenzethen, Okt. 2010) oder zum Winterraps
(Juhnde, Okt. 2010); Photos: LBEG.

Die Begiillungstermine und die angebauten Kulturen sind in Tab. 3-2 zusammengestellt. In Hohen-
zethen ergab sich die Fruchtfolge Feldgras — Silomais — Kartoffeln — Winterweizen, in Jihnde wurden
Winterweizen und Winterraps angebaut. Bearbeitung — Saat — Diingemalinahmen und Ernte erfolg-
ten analog zum Vorgehen des Landwirts auf der die Lysimeter umgebenden Boden-Dauerbeobach-
tungsflache.

In den ersten vier Wochen nach Begillung wurde der Lysimeterabfluss wochentlich, danach zwei-
wochentlich quantifiziert und beprobt. Die Wasserproben fir die Analytik auf Sulfonamide wurden
eingefroren (-18 °C, 100 mL PE-Flaschen), Wasserproben fiir die Analytik auf Bromid und weitere
Anionen und Kationen wurden gekihlt gelagert.

Tab. 3-2: Begiillungstermine und landwirtschaftliche Kulturen.

Hohenzethen Jihnde
1. Begiillung 23.10.2009 22.10.2009
Kultur Feldgras Winterweizen
2. Begillung 20.04.2010 19.04.1010
Kultur Brache, Mais ab Mai 2010 Winterweizen
3. Beglllung 12.10.2010 13.10.2010
Kultur Stoppeln (Silomais) Winterraps
4. Begillung 21.04.2011 20.04.2011
Kultur Kartoffeln (frisch gelegt) Winterraps
5. Begiillung 02.11.2011 01.11.2011
Winterweizen Winterweizen

3.2.3 Analysenverfahren Giille- und Wasserproben

Glilleproben

1 g Gille wird mit Citratpuffer aufgeschlammt und anschlieBend zweimal mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Uberstinde werden zur Trockene eingedampft und in Aceto-
nitril/Wasser mit 10 mM Ammoniumacetat aufgenommen. Die Bestimmung der Antibiotika erfolgt
nach HPLC-Trennung an einer RP-C18-Phase und Gradientenelution (FlieBmittel A: 0,5 % Ameisen-
sdure in Wasser, FlieBmittel B: Methanol) mittels Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (LC-ESI-
MS/MS, System: LCQ Thermo Scientific). Die Identifizierung der Rickstinde erfolgt tGber die Reten-



tionszeit und das Massenspektrum, die Quantifizierung Uber die intensivsten Fragmentionen
(Hamscher et al. 2005).

Wasserproben

25 mL Wasser werden mit der gleichen Menge Citratpuffer intensiv geriihrt und dann mittels Fest-
phasenextraktion an SDB-1-Material' vorgereinigt. Die Festphase wird mit Wasser und Methanol
gewaschen, die Elution der Wirkstoffe erfolgt mit Methanol und Acetonitril. Das Eluat wird zur
Trockene eingedampft und in Methanol aufgenommen. Die Bestimmung der Antibiotika erfolgt nach
HPLC-Trennung an einer RP-C18-Phase und Gradientenelution (FlieBmittel A: 0,5 % Ameisensaure in
Wasser, FlieRmittel B: Methanol) mittels Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS,
System: LCQ). Die Identifizierung der Rickstdnde erfolgt lber die Retentionszeit und das
Massenspektrum, die Quantifizierung liber die intensivsten Fragmentionen (Hamscher et al. 2005).

Im Maérz 2011 erfolgte der Umzug der Arbeitsgruppe (TIHOTOX) nach GieRen. Nach dem Aufbau des
spurenanalytischen Labors wurden zunachst die Methoden (ibertragen. Vor allem fiir die Analyse der
Wasserproben musste gewahrleistet sein, dass die vorherigen Nachweisgrenzen erreicht werden.
Wie oben beschrieben, werden die Proben mittels SPE bzw. Fllssig-Flissig-Extraktion aufgearbeitet.
Die Aufnahme des zur Trockene eingeengten Eluats erfolgt im Unterschied zu der in Hannover
durchgefiihrten Methode in einem Gemisch Methanol : Wasser (1:1).

Nach einer Gradiententrennung an einer Hypersil Gold PFP? Siule (100 x 2,1 mm, 1,9 um) erfolgt die
Detektion mittels Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (System: API300 ABSciex). Die
Identifizierung der Riickstande erfolgt Uber die Retentionszeit und die Verhaltnisse der drei
intensivsten Fragmentionen, die Quantifizierung tGiber die Summe der drei Fragmentionen.

! Styrol Divinylbenzol Copolymer, J.T. Baker
2 Pentafluorophenyl, Thermo Scientific



3.3 Ergebnisse

3.3.1

Sulfonamidgehalte in der Schweinegiille bei Ausbringung

Tab. 3-3: Sulfonamidgehalte in Schweinegiille. Die Alterung erfolgte im Dunkeln (7 Tage, 4 °C).

SGU SDz SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM
[mg/kg]l  [mg/kgl  [mg/kgl  [mg/kgl  [mg/kgl  [mg/kgl  [mg/kgl  [mg/kg]l  [mg/kgl  [ma/ksl
Sstl::r?mht n. u. <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
%o = Gille dotiert
= 8 (20 mg/kg pro n.u 16,5 13,3 12,8 15,1 17,5 16,5 15,7 17,1 17,0
0 O ”
g ; Sulfonamid)
— N Gulle dotiert
und 1 Woche n.u 17,5 14,1 13,1 14,8 16,8 14,6 16,4 4,8 15,1
gealtert
Sstl::r?mht . u. <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
%D = Gdlle dotiert
=5 & (20 mg/kg pro n.u 12,5 11,2 11,7 11,6 12,4 12,4 12,3 12,5 15,8
I%D g: Sulfonamid)
~ ©  Gulle dotiert
und 1 Woche n.u 11,9 11,2 11,7 11,3 13 12,9 12,3 6,1 14,7
gealtert
Gulle dotiert
%D S (20 mg/kg pro n.u 15,2 14,8 13,7 15,3 16,8 16,6 10,4 15,0 14,3
= 8 Sulfonamid)
,:'%’D E Gdlle dotiert
o ' und 1 Woche n.u 14,6 14,5 13,2 14,7 16,5 14,8 10,8 12,3 15,5
gealtert
2 o
=2 g Gulle dotiert
:3::" :r‘: (20 mg/kg pro 6,0 12,3 13,6 13,7 13,7 13,8 13,6 5,8 6,0 14,3
@ «  Sulfonamid)
<
Gulle dotiert
%D g (20 mg/kg pro 13,5 14,8 18,6 18,1 17,7 15,9 18,0 12,8 15,2 17,9
S «  Sulfonamid)
%D 3 Gdlle dotiert
w S und 1 Woche 9,1 15,9 18,1 16,9 18,8 17,0 17,8 5,4 14,0 18,9
gealtert

SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; n. u.: nicht

untersucht

NWG: Nachweisgrenze - SMZ 0,02 mg/kg, andere Sulfonamide 0,05 mg/kg



3.3.2 Verlagerung geloster Stoffe am Beispiel des Bromids
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Abb. 3-2: Zeitlicher Verlauf der Bromid- und Sulfonamidkonzentrationen im Lysimeterabfluss der
Flache Hohenzethen.
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Abb. 3-5: Zeitlicher Verlauf der kumulierten Bromid- und Sulfamethazinfrachten im Lysimeter-
abfluss der Flache Jiihnde.

Bei der Gilleausbringung im Oktober l|asst sich fur beide Standorte gut eine Durchbruchskurve des
Bromids beobachten (Abb. 3-2 und Abb. 3-3). Die hochsten Konzentrationen werden in der Regel im
Januar gemessen und die Werte erreichen im Marz etwa wieder das Ausgangsniveau.



Die kumulierten Frachten im Winterhalbjahr betragen ca. 30-50 % der ausgebrachten Menge auf
dem Standort Hohenzethen und, in den Winterhalbjahren 2009/2010 bzw. 2010/2011, 20 - 30 %,
sowie im Winterhalbjahr 2011/2012 ca. 75 % in Juhnde. Die hohe Wiederfindung in Jihnde ist auf
besonders hohe Niederschlage im Januar 2012 zurlickzufiihren. Da Bromid nicht an Bodenpartikel
sorbiert, wird es relativ gut ausgetragen. Nicht ausgetragene Anteile finden sich vermutlich in Teilen
der Bodenmatrix wieder, die nicht oder nur teilweise vom Sickerwasser durchspiilt werden (Abb. 3-4
und Abb. 3-5).

Aus den Ergebnissen der Bromid-Tracerversuche lasst sich ableiten, dass die mit der Giille ausge-
brachten l6slichen Stoffe im Winterhalbjahr zu Anteilen zwischen 20 und 80 % ausgewaschen
werden.

3.3.3 Verlagerung der Sulfonamide

Von den zehn mit der Giille auf den Lysimetern ausgebrachten Sulfonamiden findet man vor allem
Sulfamethazin, Sulfamethoxazol sowie, nach Empfindlichkeitssteigerung in der Analytik, auch
Sulfadimethoxin im Sickerwasser. Die Positivbefunde fir Sulfamethoxazol lassen darauf schlieRen,
dass durch den Alterungsprozess der Giille zwar eine starke Elimination des Wirkstoffes stattfindet
(bis zu 75 %, siehe Tab. 3-3), diese aber moglicherweise in einer Sorption des Wirkstoffes an Giille-
partikel besteht. Unter Feldbedingungen wird Sulfamethoxazol dann wieder desorbiert und gelangt
so in das Grundwasser.

Bei Positivbefunden (Befunde oberhalb der Bestimmungsgrenze) wurden zundchst Konzentrationen
bis 0,05 pg/L Sulfamethazin und 0,06 pg/L Sulfamethoxazol gemessen, in einem Einzelfall werden
0,23 pg/L Sulfamethoxazol (Standort Hohenzethen) nachgewiesen (Abb. 3-2 und Abb. 3-3).

Flr die in GieRRen etablierte Methode ergaben sich neue und niedrigere Nachweis- und Bestimmungs-
grenzen im ng/L-Bereich (Tab. 3-4). Mit diesen war es mdglich, neben Sulfamethazin und Sulfa-
methoxazol auch andere Sulfonamide im Spurenbereich zu detektieren. So konnte Sulfadiazin in
einzelnen Proben bis zu einer Konzentration von 0,05 pg/L bestimmt werden. Auch Sulfapyridazin,
Sulfamerazin, Sulfamethoxypyridazin und Sulfadimethoxin konnten in Spuren in einigen Proben
nachgewiesen werden (Tab. 3-5). Seit Einfihrung der empfindlicheren Analytik wurde Sulfadi-
methoxin (SDM) relativ hdufig, mit max. 0,038 pug/L gefunden. Sulfaguanidin (SGU) und Sulfathiazol
(STZ) wurden nicht gefunden, Sulfapyridin (SPY) wurde dreimal oberhalb der Nachweisgrenze aber
unterhalb der Bestimmungsgrenze detektiert.

Tab. 3-4: Vergleich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen LC-MS-Methodik in Gieen und
Hannover.

SGU sDz SPY STZ SMR SMZ  SMPD SCY SMX SDM

NWG pg/L 0,041 0,004 0,008 0,01 0,007 0,005 0,005 0,007 0,016 0,003
BG pg/L 0,113 0,009 0,022 0,027 0,018 0,014 0,012 0,017 0,042 0,008
NWGpg/L n.b. 003 003 003 003 001 0,03 0,03 003 0,03

GielRen

Hannover
BG pg/L n. b. 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,1 0,1 0,1 0,1

n. b. = nicht bestimmbar
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Tab. 3-5: Haufigkeit der Detektion von Sulfonamiden im Lysimeterabfluss (auBer SMZ und SMX).

Standort SGU SDz SPY STz SMR SMPD SCY SDM
2x<BG;2x
Hohenzethen - 2 x<BG - - 2 x<BG - - 0,009 —
0,038 pg/L
6x0,01- 2x0,02 - 10 x < BG;
Jiihnde - 0,05ug/L; 3BXG< -1 "18’31 ‘;z/ L <1BXG 0,03 ug/L;  8x0,008—
9x<BG 7 x < BG 0,033 ug/L

Im ersten Winterhalbjahr werden erst zum Ende der Sickerwasserperiode (Marz/April) Sulfonamide
im Lysimeterabfluss detektiert. Dies deutet auf eine im Vergleich zum Bromid deutlich verzogerte
Verlagerung hin. Infolge der geringen Konzentrationen lassen sich allerdings keine , Auswaschungs-
kurven” wie beim Bromid erstellen. Im 2. Winterhalbjahr werden schon frither, im Oktober/Novem-
ber, Sulfonamide im Sickerwasser beobachtet. Diese Fracht stammt vermutlich noch von der vorjah-
rigen Gllleausbringung.

Die nach Begillung im folgenden Winterhalbjahr kumulierten Sulfamethazin-Frachten betragen,
unter Verwendung der Analyseergebnisse bis Ende 2010 (Labor Hannover), am Standort
Hohenzethen 0,05-0,08 % und am Standort Jihnde 0,03-0,12 % der ausgebrachten Menge
(Abb. 3-4 und Abb. 3-5).

Mit Umstellung der Analytik werden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen herabgesetzt. Da fiir
die Frachtenberechnung bei Werten unterhalb der BG die halbe BG als Konzentration angesetzt wird,
verringern sich dadurch auch die Frachten. Fuir das Winterhalbjahr 2011/2012 liegen die kumulierten
Frachten in Prozent der Zufuhr beim Sulfamethazin zwischen 0,001 % am Standort Hohenzethen und
0,02 % am Standort Jihnde. Die Frachten fiir Sulfamethoxazol liegen unter 0,001 % am Standort
Hohenzethen und bei 0,07 % am Standort Jiihnde.

3.4 Zusammenfassung

An zwei Standorten wurden Feldversuche mit GroRSlysimetern zur Verlagerung von Sulfonamiden mit
dem Sickerwasser durchgefiihrt. Dazu wurde Schweinegtlle mit zehn Sulfonamiden dotiert und unter
Feldbedingungen mehrmals ausgebracht. Der Lysimeterabfluss wurde in mindestens zweiwdchiger
Auflésung beprobt. Von den ausgebrachten Sulfonamiden wurden hauptsachlich Sulfamethazin und
Sulfamethoxazol im Lysimeterabfluss nachgewiesen. Eine nach dem Umzug nach GielRen empfind-
lichere Analytik konnte zeigen, dass weitere Sulfonamide in sehr geringen Konzentrationen ins
Grundwasser verlagert werden. Sulfaguanidin und Sulfathiazol konnten im Studienzeitraum nicht
detektiert werden.

Die in den Wasserpfad eingetragenen Frachten der Sulfonamide sind insgesamt sehr niedrig.
Wahrend bei einem Bromid-Tracer im Winterhalbjahr Frachten von 20 bis 50 % der ausgebrachten
Wirkstoffmenge festgestellt wurden, sind dies bei den Sulfonamiden nur ca. 0,1 %. Ein GroRteil der
Wirkstoffe verbleibt moglicherweise als gebundene Riickstdnde im Boden, wie Studien von Kreuzig et
al. (2003; 2005) zeigen oder wird sequestriert (Rosendahl et al. 2011).

Aufgrund der Grundwassergangigkeit der meisten der untersuchten Sulfonamide ergibt sich die in
Tab. 3-6 dargestellte Bewertung.
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Tab. 3-6: Bewertung der Sulfonamide aufgrund ihrer Grundwassergangigkeit.

Test auf... SGU SDZ SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM SAD
Grundwasser-
gangigkeit (Anzahl (0)* (17) (3) (0)* (13) (>50) (1) (9) (12) (22) n. u.
Nachweise)

SGU: Sulfaguanidin; SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; SAD: Sulfanilamid; n. u.: nicht untersucht;
grin: positiv zu bewerten, rot: negativ zu bewerten; gelb: Bewertung nicht eindeutig

*Anmerkung: Durch eine weitere Absenkung der Nachweisgrenzen kénnten noch Positivbefunde erfolgen.
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4 Pharmakologie und Photooxidierbarkeit (TiHo-Pharm)/Entwicklung neuer
Formulierungen (WDT)

4.1 In-vitro-Photooxidierbarkeit

Sulfonamide, gel6st in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS; pH 7,4; 100 mg/L), zeigen bei
Bestrahlung mit UVA-Licht, UVA/UVB-Licht und unter Feldbedingungen bei natiirlichem Tageslicht
einen unterschiedlich starken Abbau der Sulfonamidkonzentration.

Die Bestrahlung mit UVA/UVB erzeugt dabei drei unterschiedliche Abbaugruppen (Abb. 4-1):
1. geringgradiger Abbau (Sulfamerazin, Sulfadimethoxin, Sulfamethoxazol, Sulfadiazin und Sulfa-
dimidin (= Sulfamethazin)), 2. mittelgradiger Abbau (Sulfachloropyridazin, Sulfamethoxpyridazin) und
3. hochgradiger Abbau (Sulfathiazol, Sulfanilamid). Reine UVA-Lichtbestrahlung zeigt eine solche
Gruppenbildung nicht (Abb. 4-2). Hier wurden Sulfathiazol und Sulfanilamid nur geringgradig abge-
baut und lediglich Sulfachloropyridazin und Sulfamethoxypyridazin zeigten eine verstarkte Abbau-
rate. Die Bestrahlung mit Tageslicht unter Feldbedingungen (Abb. 4-3) erzeugte das gleiche Bild wie
die Mischbestrahlung aus kiinstlichem UVA/UVB-Licht.

UVA/UVB
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€ loo- -8~ Sulfadimethoxin (2)
N S 90- -A&— Sulfamethoxazol (3)
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0
£ o 60
N £ 507 V- Sulfachloropyridazin (6)
s S 401
X o 301 -A- Sulfamethoxypyridazin (7)
o 8 20
™ 104 —&— Sulfathiazol (8)
X
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Q S x 9 ©
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Abb. 4-1: Anderung der Sulfonamidkonzentration in PBS iiber 6 Stunden bei Bestrahlung mit kiinst-
lichem UVA/UVB-Licht.
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Abb. 4-2: Anderung der Sulfonamidkonzentration in PBS iiber 6 Stunden bei Bestrahlung mit kiinst-
lichem UVA-Licht.
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Abb. 4-3: Anderung der Sulfonamidkonzentration in PBS bei 7-tigiger Bestrahlung unter Feld-
bedingungen (Tageslicht)

4.2 Vitalitaitsmessung

Zur Uberpriifung des Einflusses der Sulfonamide und ihrer Photooxidationsprodukte auf die Zell-
vitalitdt wurden murine Keratinozyten (MSC-P5) sowie murine Fibroblasten (L929) in der Verdiinnung
1:4 (entspricht 25 mg/L der unbestrahlten Ausgangssubstanz) behandelt. Die Inkubationszeit betrug
24 und 48 Stunden. In Abb. 4-4 ist die Auswirkung der einzelnen Sulfonamide auf die Zellvitalitat im
Vergleich zur Medium-Kontrolle (= 100 %) dargestellt. Es zeigte sich, dass die einzelnen Substanzen
keinen negativen Effekt auf die Zellvitalitat von Keratinozyten und Fibroblasten hatten.

Die Photooxidationsprodukte von Sulfanilamid hingegen fiihrten nach 48-stiindiger Inkubation zu
einer signifikanten Reduktion der Keratinozytenvitalitat.
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Verdinnung 1:4 (25 pg/ml der unbestrahlten Ausgangssubstanz)
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Abb. 4-4: Vergleichende Darstellung der Auswirkung von Sulfonamiden in der Verdiinnung 1:4 auf
die Zellvitalitat von Keratinozyten und Fibroblasten. Die Inkubationszeit betrug 24 bzw. 48 Stun-
den. Angabe von Mittelwerten +/- Standardabweichung (n = 6). SAD: Sulfanilamid; STZ: Sulfathia-
zol; SMPD: Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMZ: Sulfamethazin; SMR: Sulfa-
merazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDZ: Sulfadiazin; SDM: Sulfadimethoxin.

4.3 Proliferationstest

Zur Untersuchung des Effektes der Sulfonamide und ihrer Photooxidationsprodukte auf die Zellproli-
feration wurden die Keratinozyten sowie die Fibroblasten in der Verdinnung 1:4 (entspricht
25 pug/mL der unbestrahlten Ausgangssubstanz) behandelt. Unbestrahltes Sulfanilamid und Sulfa-
thiazol bewirkten nach 24-stindiger Inkubationsdauer bei den Keratinozyten eine geringfligig gestei-
gerte Zellproliferation (110 %), allerdings in Verbindung mit einer hohen Standardabweichung. Die
Photooxidationsprodukte von Sulfathiazol und Sulfachloropyridazin flihrten zu einer signifikanten
Reduktion der Fibroblastenproliferation, wahrend die Photooxidationsprodukte von Sulfamethoxy-
pyridazin und ebenfalls von Sulfachloropyridazin eine signifikante Reduktion der Keratinozytenpro-
liferation aufwiesen. Nicht-photooxidiertes Sulfamethoxypyridazin bewirkte nach 24-stiindiger
Inkubationszeit eine signifikante Reduktion der Keratinozytenproliferation im Vergleich zur Kontrolle.
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Die Effekte der Sulfonamide auf das Proliferationsverhalten der Keratinozyten nach 48-stiindiger
Inkubation waren den Auswirkungen nach 24-stiindiger Inkubation dhnlich. Die gesteigerte Keratino-
zytenproliferation nach Applikation von Sulfanilamid und Sulfathiazol reduzierte sich jedoch auf etwa
95 % (Standardabweichung 17 %). In Abb. 4-5 ist die Auswirkung der einzelnen Sulfonamide auf die
Zellproliferation im Vergleich zur Medium-Kontrolle dargestellt.

Verdinnung 1:4 (25 pg/ml der unbestrahlten Ausgangssubstanz)
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Abb. 4-5: Vergleichende Darstellung der Auswirkung von Sulfonamiden in der Verdiinnung 1:4 auf
die Zellproliferation von Keratinozyten und Fibroblasten. Die Inkubationszeit betrug 24 bzw. 48
Stunden. Angabe von Mittelwerten +/- Standardabweichung (n = 6). SAD: Sulfanilamid; STZ: Sulfa-
thiazol; SMPD: Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMZ: Sulfamethazin; SMR:
Sulfamerazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDZ: Sulfadiazin; SDM: Sulfadimethoxin.
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4.4 Antibakterielle Wirkung der Sulfonamide nach Photooxidation durch UV-
Strahlung

Nachdem die Sulfonamide mit UVA/UVB-Licht bestrahlt worden sind, wurde ihre antibakterielle
Aktivitat mittels modifiziertem Brilliantschwarz-Reduktionstest (BRT MRL Suchtest) mit dem Keim
Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis C953 untersucht. Es zeigte sich, dass alle Sulfon-
amidlosungen nach 6-stiindiger UV-Bestrahlung eine verringerte antibakterielle Aktivitat aufwiesen.
Zudem konnte gezeigt werden, dass entstehende Metaboliten nicht antibakterieller Natur sind.

4.5 In-vivo-Schweineversuch mit Sulfadiazin

4.5.1 Mehlfiitterung

4.5.1.1 Plasma

Nach jeweils viertdgiger Verabreichung von Sulfadiazin in den Konzentrationen 2,5 und 5 mg/kg KG
(unterdosiert) sowie 25 mg/kg KG (bestimmungsgemaRe Dosis) iber Mehlfutter an sechs Schweine
konnten bei jeder der Sulfadiazindosen messbare Plasmaspiegel detektiert werden.

Es wurden bei Futterung der Dosis 2,5 mg SDZ/kg KG Konzentrationen von im Mittel 0,4-1,0 pg
SDZ/mL Plasma erreicht, bei der Dosis 5 mg SDZ/kg KG Konzentrationen von 0,8-2,0 ug SDZ/mL
Plasma. Bei Verabreichung der bestimmungsgemiRen Dosis von 25 mgSDZ/kg KG konnten
Sulfadiazinkonzentrationen von 5,2-14,2 ug/mL Plasma detektiert werden. Abb. 4-6 zeigt die

Ergebnisse.
Voo vy v vy
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154 m 5.0 mg/kg KG
© ‘. A 25 mg/kg KG
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Stunden
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Abb. 4-6: Plasmakonzentration von Sulfadiazin nach Mehlfiitterung mit Sulfadiazin in den Dosen
2,5 mg/kg KG, 5 mg/kg KG und 25 mg/kg KG; die Fiitterung erfolgte 2 x téglich Gber 4 Tage (Mittel-
wert und Standardabweichung von sechs Schweinen).

Nach der Behandlung mit 25 mg/kg KG wurden die Schweine ausgestallt, der Stall trocken gereinigt
und anschlieRend unbehandelte Schweine eingestallt. Im Plasma der unbehandelten Schweine
konnten Uber den Probenentnahmezeitraum von vier Tagen Sulfadiazinkonzentrationen bis etwa
0,1 pg/mL nachgewiesen werden (Abb. 4-7).
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Abb. 4-7: Plasmakonzentration von Sulfadiazin bei neu eingestallten unbehandelten Schweinen,
nachdem die Tiere, die mit bestimmungsgemdBer Dosis behandelt worden sind, ausgestallt
wurden; BG = 0,1 ug/mL (Mittelwert und Standardabweichung von sechs Schweinen).

4.5.1.2 Urin

Auch im Urin fanden sich dosisabhdngig nachweisbare Mengen an Sulfadiazin, die in Abb. 4-8
dargestellt sind. Nach Applikation von 2,5 mg SDZ/kg KG konnten im Urin Sulfadiazinkonzentrationen
von 7,7-21,5 pg/mL Urin nachgewiesen werden. Nach Verabreichung der Dosis von 5 mg/kg KG
wurden 23,8-45,0 ug SDZ/mL, nach Fltterung der Dosis 25 mg/kg KG wurden 112,3-311,5 pg/mL im
Urin detektiert.

[ 2.5 mg/kg KG

400- 5 mg/kg KG
BB 25 mg/kg KG
300+
200+
1004
C = ) lII ) = ) lll 1
1 2 3 4 5

Tag

pHg SDZ/mL Urin

Abb. 4-8: Sulfadiazin-Konzentration im Urin nach Mehlfiitterung von 2,5 mg/kg KG, 5 mg/kg KG
und 25 mg/kg KG; die Fiitterung erfolgte 2 x téglich liber 4 Tage (Mittelwert und Standardabwei-
chung von sechs Schweinen).

Nach der Behandlung mit 25 mg/kg KG wurden die behandelten Tiere ausgestallt und unbehandelte
Schweine neu eingestallt, deren Sulfadiazingehalt im Urin in Abb. 4-9 dargestellt ist. Im Urin unbe-
handelter Schweine fand sich tiber den gesamten Probenentnahmezeitraum von sechs Tagen Sulfa-
diazin in abnehmenden Konzentrationen von 3,5 ug SDZ/mL Urin bis auf etwa 1 pg SDZ/mL Urin

wieder.
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Abb. 4-9: Urinkonzentration von Sulfadiazin bei neu eingestallten unbehandelten Schweinen,
nachdem die Tiere, die mit bestimmungsgemdBer Dosis behandelt worden sind, ausgestallt
wurden (Mittelwert und Standardabweichung von sechs Schweinen).

4.5.1.3 Sedimentationsstaub

Die Untersuchung von Sedimentationsstaubproben aus unterschiedlichen Bereichen des Stalles
(Abb. 4-10 und Abb. 4-11) zeigte, dass sich wdhrend der Mehlfiitterung innerhalb der Behand-
lungstage nachweisbare Mengen an Sulfadiazin im Staub befanden (Abb. 4-12). Parallel zu jeder
Dosiserh6hung kam es zu einem Anstieg der Sulfadiazinkonzentration an allen fiinf Lokalisationen.
Dabei gab es starke Konzentrationsunterschiede hinsichtlich der Lokalisation der Sammelstaubpro-
ben. Die hochsten Gehalte konnten im Bereich des Troges gemessen werden, gefolgt von dem
Bereich der Fensterbank, der anderen Seite der Stallgasse, der Rinne sowie der Liegeflache.

An allen funf Lokalisationen lieR sich auch nach Abschluss der Behandlung weiterhin Sulfadiazin im
Bereich von 0,6-1,9 ug/mg tber sechs Tage in den Stallstduben nachweisen. Im Futter befanden sich
bei einer Dosis von 2,5 mg/kg KG ca. 94 mg SDZ/kg Futter, bei einer Dosis von 5 mg/kg KG 151 mg/kg
Futter sowie bei einer Dosis von 25 mg/kg KG ca. 820 mg SDZ/kg Futter.
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Abb. 4-10: Lokalisation der Sammelstaubproben im Bereich der Fensterbank, des Futtertrogs und
der Rinne.
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Abb. 4-11: Lokalisation der Sammelstaubproben im Bereich der Liegeflaiche und , Gegeniiber”
sowie der zwei Pumpen zur Luftfilterung.
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Abb. 4-12: Konzentration an Sulfadiazin (SDZ) im Sedimentationsstaub im Bereich der Fensterbank
(A), des Troges (B), der Liegefliche (C), der Rinne (D) und gegeniiber auf der anderen Seite der
Stallgasse (E) wdhrend der Mehlfiitterung; die weiBen Balken signalisieren das Fehlen der
Sulfadiazin-Fiitterung; BG = 0,1 pug/mL; n. a. = nicht auswertbar.

4.5.1.4 Filterstaub

Sulfadiazin wurde ebenfalls in Stallaerosolen nachgewiesen. Auch nach Abschluss der Behandlung an
Tag 18 wurde in den darauffolgenden Tagen bis Tag 24 Sulfadiazin im Bereich von 0,3-1,6 pug/m? in

den Aerosolen detektiert (Abb. 4-13).
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Abb. 4-13: Dosisabhdngiger Sulfadiazingehalt in den Stallaerosolen wahrend des Mehlfiitterungs-
versuches; die weiBen Balken signalisieren das Fehlen der Sulfadiazin-Fitterung; BG = 0,1 pug/mL.

Zur Uberpriifung des Sulfadiazingehaltes in den Stallaerosolen in Abhingigkeit von der Tageszeit,
wurden vergleichende Messungen vormittags und nachmittags durchgefihrt. Auch hier lieR sich der
Sulfadiazingehalt dosisabhdngig in den Aerosolen nachweisen (Abb. 4-14). Beide Messintervalle ent-

hielten jeweils einen Fltterungszeitpunkt, jedoch war keine kontinuierliche Sulfadiazinverteilung
ermittelbar.

9- 2,5 mg/kg KG 5 mg/kg KG 25 mg/kg KG
E
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Bl nachmittags

Abb. 4-14: Vergleich des Sulfadiazineintrages in die Stallaerosole — vormittags vs. nachmittags.
Jeweils vormittags und nachmittags fand eine Fiitterung/Behandlung statt; 1) <BG; BG
=0,1 pg/mL.
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4.5.2 Pelletfiitterung

Sulfadiazin wurde in der bestimmungsgemaRen Konzentration von 25 mg/kg Koérpergewicht ent-
halten in Pellets an die Tiere verfiittert. Der Sulfadiazingehalt in den Pellets betrug ca. 820 mg/kg
Futter.

4.5.2.1 Plasma

Die im Plasma detektierten Sulfadiazinkonzentrationen sind in Abb. 4-15 dargestellt. Die erreichten
Plasmakonzentrationen lagen im Bereich von 4,6-11,4 ug SDZ/mL Plasma.
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Abb. 4-15: Sulfadiazin-Konzentration im Plasma nach Pelletfiitterung von 25 mg/kg KG; die Fit-
terung erfolgte 2 x taglich iber 4 Tage (Mittelwert und Standardabweichung von sechs Schweinen).

4.5.2.2 Urin

In Abb. 4-16 werden die im Urin detektierten Sulfadiazin-Konzentrationen nach Pelletflitterung von
25 mg/kg KG dargestellt. Uber die ersten drei Tage kam es zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Sulfadiazinkonzentration beginnend am ersten Tag der Behandlung mit 83,5 ug SDZ/mL Urin. Am
dritten Behandlungstag wurde ein Maximalwert von etwa 340,0 ug SDZ/mL Urin erreicht, der am
vierten Behandlungstag bestehen blieb. Einen Tag nach Abschluss der Behandlung sank der Sulfa-
diazingehalt im Urin auf 140,0 pg/mL.
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Abb. 4-16: Sulfadiazin-Konzentration im Urin nach Pelletfiitterung von 25 mg/kg KG; die Fiitterung
erfolgte 2 x téglich liber 4 Tage; der weilRe Balken signalisiert die fehlende Fiitterung an Tag 5
(Mittelwert und Standardabweichung von sechs Schweinen).

4.5.2.3 Sedimentationsstaub

Die Untersuchung von Sedimentationsstaubproben aus finf unterschiedlichen Bereichen des Stalles
zeigte, dass sich wahrend der Pelletfiitterung innerhalb der Behandlungstage nachweisbare Mengen
an Sulfadiazin im Staub befanden. An allen Lokalisationen mit Ausnahme des Bereiches der Fenster-
bank lieB sich ein Anstieg des Sulfadiazingehaltes im Stallstaub wahrend der Behandlungsdauer
erkennen. Dies trifft ebenfalls auf die gemessenen Werte an Tag finf zu, an dem keine Behandlung
stattfand. Abb. 4-17 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 4-17: Konzentration an Sulfadiazin (SDZ) im Sedimentationsstaub im Bereich der Fensterbank
(A), des Troges (B), der Liegefliche (C), der Rinne (D) und gegeniiber auf der anderen Seite der
Stallgasse (E) wahrend der Pelletfiitterung; die weiBen Balken signalisieren das Fehlen der Sulfa-
diazin-Fiitterung an Tag 5; BG = 0,1 ug/mL.

4.5.2.4 Filterstaub

Wahrend der Verfiitterung von pelletiertem Futter konnte Sulfadiazin im Aerosol zum groRten Teil
nur unterhalb der BG = 0,1 ug/mL ermittelt werden. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tab. 4-1
dargestellt.

Tab. 4-1: Sulfadiazingehalt im Aerosol nach Verabreichung von 25 mg/kg KG Sulfadiazin tiber 4
Tage (2 x taglich) iiber das Pelletfutter; an Tag 5 fand keine Sulfadiazin-Fiitterung mehr statt; BG =
0,1 pg/mL.

Tag pug SDZ/m? Luft
1 <BG
2 <BG
3 <BG
4 0,18

5 (keine Behandlung)  Nicht gemessen

Zur Uberpriifung des Sulfadiazingehaltes in der Stallluft in Abhingigkeit von der Tageszeit wurden
vergleichende Messungen vormittags und nachmittags durchgefiihrt. Auch hier blieb der Sulfadiazin-
gehalt in den Aerosolen zum gréBten Teil unterhalb der BG. Beide Messintervalle enthielten jeweils
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einen Fltterungszeitpunkt, jedoch war keine kontinuierliche Sulfadiazinverteilung ermittelbar. Die
Ergebnisse hierzu sind in Tab. 4-2 dargestellt.

Tab. 4-2: Vergleich des Sulfadiazineintrages in die Stallaerosole wahrend des Vormittags vs. Des
Nachmittags. Es wurden 25 mg/kg KG Sulfadiazin liber 4 Tage (2 x téglich) liber das pelletierte
Futter verabreicht; an Tag 5 fand keine Sulfadiazin-Fiitterung mehr statt; BG = 0,1 pg/mL.

Tag Tageszeit ug SDZ/m’ Luft

1 vormittags <BG
nachmittags < BG

) vormittags <BG
nachmittags < BG

3 vormittags <BG
nachmittags < BG

4 vormittags <BG

nachmittags 0,29

4.6 Zusammenfassung

Unter dem Aspekt, dass Sulfonamide photooxidierbar sind, wurde die Photodegradation neun
verschiedener Sulfonamide untersucht und mittels HPLC detektiert. Unter UVA/UVB-Licht-Irradiation
werden Sulfanilamid und Sulfathiazol hochgradig degradiert, wahrend Sulfamethoxypyridazin, Sulfa-
chloropyridazin, Sulfamerazin, Sulfamethazin, Sulfadimethoxin, Sulfamethoxazol sowie Sulfadiazin
mittel- bis geringgradig abgebaut werden. Vergleichende Untersuchungen zwischen eingesetztem
UVA/UVB-Licht sowie UVA-Strahlung veranschaulichen, dass die Wellenlange die Degradationsrate
beeinflusst. Auch bei Sonnenlichtexposition unter Feldbedingungen fiihrt diese bei den einzelnen
Sulfonamiden zu unterschiedlich starkem Photoabbau.

Die Photooxidationsprodukte wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Biokompatibilitdt untersucht
(Tab. 4-3). Mittels Vitalitatsassay sowie Proliferationsassay konnte gezeigt werden, dass die Photode-
gradationsprodukte, entstanden aus einer unbestrahlten Sulfonamidlésung in einer urspriinglichen
Konzentration von 50 pg/mL, nicht toxisch wirken und die Zellproliferation nicht negativ
beeinflussen. Lediglich die Photooxidationsprodukte von Sulfathiazol, Sulfachloropyridin und
Sulfanilamid beeinflussten geringgradig aber mit statistischer Signifikanz die Vitalitdit oder
Proliferation der untersuchten Zellen.

Zur Detektion der antibakteriellen Aktivitdt der Degradationsprodukte wurde ein modifizierter
Brillantschwarz-Reduktionstest verwendet. Die Ergebnisse dokumentieren, dass die Photooxidation
den Verlust der antibakteriellen Aktivitat verursacht.

Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Wahl der Futterformulierung die Staubentwicklung
und damit korrelierend den Arzneimitteleintrag im Stall erheblich beeinflusst. Sechs Schweine
wurden jeweils Gber vier Tage mit Mehlfutter, in das Sulfadiazin als Testsubstanz eingemischt wurde,
gefluttert. Der Sulfadiazingehalt wurde im Plasma und im Urin, in Sedimentationsstduben sowie in
Stallaerosolen bestimmt. Entsprechend wurde ein Versuch mit pelletiertem Futter durchgefiihrt. Die
detektierten Sulfadiazingehalte in den Sedimentationsstauben sowie Aerosolen waren wahrend der
Pelletfitterung deutlich geringer im Vergleich zur Mehlfiitterung.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass die orale Medikation {iber das Futter zu

einer Arzneimittelverschleppung im Stall flhrt. Fir diesen Versuch wurde sechs Schweinen lber
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einige Tage Sulfadiazin (iber das Futter verabreicht, nach Abschluss der Behandlung wurden die Tiere
ausgestallt und die Bucht trocken gereinigt. Nachfolgend wurden unbehandelte Schweine in die
gleiche Bucht eingestallt. Diese Tiere wiesen (iber mehrere Tage nachweisbare Sulfadiazingehalte im
Plasma und Urin auf. Auch in den Sedimentationsstauben sowie Aerosolen lie} sich Sulfadiazin
detektieren.

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren, dass bei der oralen Medikation durch die Wahl einer
staubarmen Futterformulierung, sowohl die Staubentwicklung per se als auch der Sulfadiazineintrag
in die Stallumgebung deutlich reduziert werden kann. Dies mindert zum einen die gesundheitliche
Belastung von Mensch und Tier und ist durch die Verschleppung subtherapeutischer Dosen auch im
Hinblick auf Resistenzentwicklungen ein wichtiger Aspekt. Infolge einer verminderten Staub-
produktion im Tierstall wird der Arzneimitteleintrag Gber das Abluftsystem in die Umwelt reduziert.

Tab. 4-3: Bewertung der Sulfonamide auf Basis ihrer Photoabbaubarkeit und der antibakteriellen
Aktivitdt der entstandenen Metabolite.

Test auf... SGU SDZ SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM SAD
Photoabbau-
Produkte: Wirkung n. u. n. u.

auf Eukaryot. Zellen

Antibakterielle

Aktivitat der n.u. n. u.
Metaboliten
% Abbau nach 6h
n.u 27 n.u 96 26 29 71 69 28 22 98
UVA/UVB
0,
% Abbau nach 7 n. u. 28 n. u. 96 34 44 67 75 50 30 82
Tagen Sonnenlicht
Abbau durch
n. u. n. u.

UV-Licht

SGU: Sulfaguanidin; SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; SAD: Sulfanilamid; n. u.: nicht untersucht;
griin: positiv zu bewerten, rot: negativ zu bewerten; gelb: Bewertung nicht eindeutig
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5 Biologische Abbaubarkeit und QSAR (Universitdt Liineburg ehemals
Freiburg)

5.1 Sulfonamid-Analytik

Fiir die im Projekt ausgewdahlten Sulfonamide wurde ausgehend von Vorarbeiten (Hamscher et al.
2005) eine substanzspezifische Analytik entwickelt, um begleitend zu den biologischen Abbautests
den Verbleib der Sulfonamide ndher untersuchen zu kénnen und um die dadurch fir QSAR
(Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen) erzeugten Daten nochmals zuséatzlich absichern zu
kdénnen. Eine biotische oder abiotische Priméarelimination, die nur auf geringfligigen Veranderungen
in der Molekilstruktur beruht, wie beispielweise dem Einbau eines O-Atoms in eine C-H-Bindung,
bleibt in biologischen Abbautests unerkannt. Fir die Sulfonamid-Analyse wurden daher zu Beginn
und am Ende der biologischen Abbautests Proben entnommen und bis zu ihrer Analyse bei -80 °C
gelagert.

Mit Hilfe der HPLC-UV-Vis-Methode (5.1.2) ist es mdglich, die Primarelimination der Muttersubstanz
zu erkennen und entstandene Transformationsprodukte zunachst grob zu charakterisieren.

Zur weiterfiihrenden Strukturaufklarung entstandener Transformationsprodukte wurde eine LC-
MS/MS-Methode etabliert (5.1.3). Die im Folgenden beschriebene Probenvorbereitung (5.1.1) dient
der Extraktion und Aufreinigung von Sulfonamiden aus komplexen Matrices sowie der Aufreinigung
der Proben fur die LC-MS/MS.

Die unterschiedlichen Matrices in den biologischen Abbautests stérten die Sulfonamid-Analyse in den
jeweils eingesetzten Konzentrationen nicht. Auf eine vorgeschaltete Probenaufreinigung konnte
daher teilweise verzichtet werden.

5.1.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung dient der Probenaufreinigung vor der Sulfonamid-Analyse.

5.1.1.1 Flissig-Fliissig-Extraktion

Biogassubstrat wurde mit neun Sulfonamiden in einer Konzentration von je 10 ug/mL dotiert. Von
dem dotierten Substrat wurde 1 mL entnommen, mit 1,2 mL Citronensaurepuffer (pH 5) fir 1 min
kraftig gemischt (Vortex) und anschlieBRend zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Hierflir wurden
zunachst 6 mL Ethylacetat zugegeben, die Probe fiir 1 min kraftig gemischt (Vortex) und fir weitere
15 min geschittelt (KS 501 digital, IKA Labortechnik, Staufen). AnschlieBend erfolgte eine weitere
Extraktion mit 3 mL Ethylacetat. Nach vollstandiger Eindampfung der organischen Phase wurden die
Sulfonamide in 1 mL Methanol/Millipore-Wasser (10:90 v/v) riickgelost und in die Festphasen-
extraktion gegeben.

5.1.1.2 Festphasenextraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion (SPE) wurde mit ISOLUTE ENV+ -Kartuschen (200 mg/6 mL, stark quer-
vernetztes hydroxyliertes Polystyrol-Divinylbenzol Co-Polymer, Biotage, Uppsala, Schweden) unter
Anlegen eines Vakuums bei einem Druck von ca. 190 mbar durchgefiihrt (Membran-Vakuumpumpe
MZ 2C, Vacuubrand GMBH & Co KG, Wertheim). Die Kartuschen wurden zundchst mit 10 mL Metha-
nol (mit Essigsdure auf pH 2,5 eingestellt), dann mit 5 mL Methanol konditioniert und mit 12 mL
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eines 0,5 M Zitronensaurepuffers (pH 5) equilibriert. Die aus der Flissig-FlUssig-Extraktion erhaltene
Probe (5.1.1.1) von 1 mL wurde mit 4 mL eines 1 M Zitronensaurepuffers versetzt (pH 5), flir 2 min
ins Ultraschallbad gestellt und mit einer Flussrate von 2 mL/min auf die Kartusche gegeben. Anschlie-
Rend wurde die beladene Kartusche mit 10 mL Reinstwasser gewaschen. Die Elution der Sulfonamide
erfolgte mit 10 mL Methanol. Das Eluat wurde vollstandig eingedampft und der Riickstand in 1 mL
0,1 %-iger Ameisensaure/100 % Acetonitril (90:10 v/v) aufgenommen (Khaleel et al. 2013).

Die Wiederfindungsraten der Sulfonamide nach der Probenvorbereitung wurden ermittelt, indem
das sulfonamidfreie Biogassubstrat mit neun Sulfonamiden in einer Konzentration von je 10 pg/mL
dotiert und der oben beschriebenen Probenvorbereitung unterzogen wurde (Tab. 5-1).

Tab. 5-1: Mittlere Wiederfindungsraten (n = 3) der Sulfonamide (10 mg/L) in Biogassubstrat nach
Probenvorbereitung mit Fliissig-Fliissig-Extraktion und SPE.

Relative
Wiederfindung in  Standardabweichung

Substanz % int%
Sulfanilamid 90,6 5,9
Sulfadiazin 95,5 6,9
Sulfathiazol 88,1 6,2
Sulfamerazin 112,6 6,2
Sulfamethazin 94,0 6,6
Sulfamethoxypyridazin 88,8 6,5
Sulfachloropyridazin 99,3 7,2
Sulfamethoxazol 96,9 7,4
Sulfadimethoxin 99,9 7,7

5.1.2 HPLC UV-Vis

Die HPLC-Anlage (Shimadzu, Duisburg) bestand aus folgenden Komponenten: dem PC-Softwarepaket
Class LC10, dem Kommunikationsmodul CBM-20 A, zwei LC-20 AT VP-Pumpen, dem Autosampler SIL-
20 AC HT, dem S&ulenofen CTO-20 AC VP und dem Diodenarray SPD-M20. Die chromatographische
Auftrennung erfolgte Uber eine RP-18-Siule (CC 125/4 NUCLEODUR 100-5 C18 ec, Macherey and
Nagel, Diren), als Vorsaule diente eine CC 8/4 HYPERSIL 100-3 (ODS)C18 ec. Von der Probe wurden
20 pl injiziert. Die Elution erfolgte mit 0,1 %-iger wassriger Ameisensdure und 100 % Acetonitril Gber
einen linearen Gradienten: 0 min 1 % B, 4 min 10 % B, 11.50 min 20 % B, 13 min 30 % B, 15 min 45 %
B, 18 min 50 % B, 23 min 1 % B, 28 min 1 % B bei einer Flussrate von 0,7 mL/min. Die Ofentemperatur
betrug 25 °C und die Detektionswellenlange 270 nm.

Gradientenelution: Mit dieser Gradientenelution (GE-1) lassen sich von den 11 Sulfonamiden 7
Substanzen chromatographisch gut in einem Lauf trennen. Sulfaguanidin-Monohydrat und Sulfanil-
amid eluieren aufgrund ihrer Polaritat mit sehr kurzen Retentionszeiten (Abb. 5-1a, Peak 1 und 2),
Sulfathiazol und Sulfapyridin eluieren gemeinsam (Abb. 5-1a, Peak “4 & 5“). Eine vollstandige
Trennung von Sulfathiazol und Sulfapyridin gelang entweder durch die Gradientenelution GE-2
(Abb. 5-1b) oder durch eine isokratische Elution (Abb. 5-1c). GE-2 unterschied sich von GE-1 nur
durch eine hohere Ofentemperatur von 40 °C und eine niedrigere Flussrate von 0,5 mL/min,
ermoglichte allerdings keine vollstidndige Trennung von Sulfamethazin und Sulfamethoxypyridazin
(Abb. 5-1b, Peak 7 & 8).
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Dieselben Effekte zeigte die isokratische Elution (s. u.), allerdings mit dem Nachteil gegentiber GE-2,
dass Sulfadimethoxin innerhalb von 50 min nicht detektiert werden konnte (Abb. 5-1c). Die iso-
kratische Auftrennung von Sulfathiazol und Sulfapyridin erfolgte mit 0,1 %-iger wdassriger Ameisen-
sdure und 100 % Acetonitril (90:10 v/v) als Laufmittel. Das Injektionsvolumen betrug 10 uL, die
Flussrate 0,35 mL/min bei einer Ofentemperatur von 50 °C. Die Detektion erfolgte Giber 20 min bei
270 nm.
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Abb. 5-1: Chromatographische Auftrennung (UV-Vis-Detektion) der Sulfonamide in einer Kon-
zentration von 4 mg/L mit Gradientenelution GE-1 (a) und GE-2 (b) und isokratischer Elution (c); 1-
Sulfaguanidin-Monohydrat, 2-Sulfanilamid, 3-Sulfadiazin, 4-Sulfathiazol, 5-Sulfapyridin, 6-Sulfa-
merazin, 7-Sulfamethazin, 8-Sufamethoxypyridazin, 9-Sulfachloropyridazin, 10-Sulfamethoxazol,
11-Sulfadimethoxin.
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Die chromatographische Auftrennung der elf Sulfonamide in einer Konzentration von 4 mg/L mit
HPLC und UV- Detektion wurde fir die Gradientenelutionen GE-1 und GE-2 nach USP (The United
States Pharmacopeia 30) naher charakterisiert (Mahmoud et al. 2013).

In Anlehnung an die International Conference on Harmonization (1996) wurde die HPLC-UV/Vis-
Detektion evaluiert. Die Linearitat der HPLC-UV/Vis-Detektion wurde fir den niedrigen Konzentra-
tionsbereich von 0,25 -5 mg/L (7 Konzentrationen) und fiir den gesamten Konzentrationsbereich
von 0,17 — 150 mg/L (8 Konzentrationen) bestimmt, indem jede Konzentration dreimal gemessen und
Uber die Peakflachen die Kalibrationsgeraden erstellt und die lineare Regressionen berechnet wur-
den. Die Sulfonamid-Analyse erwies sich im unteren Konzentrationsbereich mit einem Bestimmt-
heitsmaR R? von mindestens 0,9984 (Sulfamerazin) und im gesamten Konzentrationsbereich bis
150 mg/L mit R’ von mindestens 0,9925 (Sulfachloropyridazin) als linear (Tab.5-2). Die hohen
Konzentrationen waren insofern relevant, da die Ausgangskonzentration der Sulfonamide in den
anaeroben Abbautests im Bereich von 100 mg/L lag und auch hier die Primarelimination analytisch
untersucht werden sollte.

Tab. 5-2: Charakteristika der Kalibrationsgeradengleichungen (NWG: Nachweisgrenze, BG:
Bestimmungsgrenze).

2
Sulfonamid R :Iq\gl/cli_ n‘?gG/L
0,25-5mg/L  0,17-150 mg/L
Sulfaguanidin-Monohydrat (SGU) 1,0000 0,9995 0,10 0,25
Sulfanilamid (SAD) 0,9998 0,9991 0,10 0,25
Sulfadiazin(SDZ) 0,9999 0,9962 0,05 0,10
Sulfathiazol(STZ) 0,9999 0,9994 0,05 0,10
Sulfapyridin(SPY) 0,9995 0,9981 0,05 0,10
Sulfamerazin(SMR) 0,9984 0,9988 0,05 0,10
Sulfamethazin (SMT) 0,9999 0,9994 0,05 0,10
Sulfamethoxypyridazin (SMPD) 0,9999 0,9996 0,05 0,10
Sulfachloropyridazin (SCP) 0,9998 0,9925 0,05 0,10
Sulfamethoxazol (SMX) 0,9997 0,9992 0,02 0,05
Sulfadimethoxin (SDX) 0,9999 0,9986 0,02 0,05

Die Prazision der HPLC-UV/Vis-Detektion wurde durch 3-fache Injektion von Standards in den
Konzentrationen 0,25/2/5 mg/L bzw. 10-fache Injektion im Bereich von 100 mg/L innerhalb eines
Tages gemessen sowie durch die Injektion der Standards an verschiedenen Tagen. Die Reproduzier-
barkeit wurde als relative Standardabweichung (RSD) der Konzentration ausgedriickt. Fiir die
Messungen im niedrigen Konzentrationsbereich lag die Variation innerhalb eines Tages im Bereich
von 0,05-7,21 % RSD und fiir Messungen an drei aufeinander folgenden Tagen zwischen 0,1 und
4,6 % RSD (Mahmoud et al. 2013). Fir Konzentrationen im Bereich von 100 mg/L lag die relative
Standardabweichung innerhalb eines Tages (10 Messungen) zwischen 0,40 und 3,85 % RSD und fiir 4
Messungen innerhalb von drei Wochen zwischen 0,08 und 3,72 % RSD.

Die Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen wurden fir jedes Sulfonamid experimentell
bestimmt, indem die Standardlésung soweit verdiinnt injiziert wurde, bis das Signal/Rausch-
Verhaltnis 3 (NWG) bzw. 10 (BG) betrug. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen lagen mindestens

bei 0,02 und 0,05 mg/L (Mahmoud et al. 2013). Somit war die Sensitivitdt der Methode groR genug,
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um den Verbleib der Sulfonamide und die Entstehung moglicher Abbauprodukte begleitend zu den
biologischen Abbautests, auch im CBT mit Testkonzentrationen von 2-10 mg/L, untersuchen zu
kdénnen.

5.1.3 LC-UV-MS/MS

Zusatzlich zu der HPLC-Methode mit optischer Detektion wurde eine LC-MS Methode etabliert, um
im Falle eines unvollstandigen Abbaus detailliertere Strukturinformationen lber Transformations-
produkte zu erhalten. Diese Proben wurden mit einer HPLC der Agilent 1100-Serie, bestehend aus 2
Pumpen G1312A, dem Autosampler ALS G1329A+ALS Therm G1330B, dem Ofen G1316A einem
Entgaser G1322A und einem UV/Vis Detektor MWD G1365B (Agilent, Boblingen), gekoppelt mit
einem Bruker Daltonic Esquire 6000+ lon-trap-Massenspektrometer mit Elektrospray-lonisierung
analysiert. Die Daten wurden mit der Software Data-Analysis V.4.0 von Bruker ausgewertet (Bruker
Daltonic GmbH, Bremen). Die chromatographische Auftrennung erfolgte mit GE-2, die massen-
spektrometrische Messung wurde im Positivmodus durchgefiihrt (Tab. 5-3).

Tab. 5-3: MS-Parameter.

End plate Offset -500V

Nebulizer pressure 30,0 Psi (206 kPa)
Trockengas Fluss 12 L/min
Trockengas Temperatur 350 °C
Kapillarspannung -3917V

lon Charge Control settings:

target 4000
Scan range 40-1000m/z
accumulation time 200ms

+116,7 V Kapillarausgang

+6,4 V octopole 1

+1,92 V octopole 2

170 Vpp octopole reference amplitude
33,4V skimmer

62,2 trap drive

-6,0Vlens1

-73,0Vlens 2

Selected lens and block voltages

5.2 Biologische Abbaubarkeit von Sulfonamiden

Die Sulfonamide wurden sowohl auf ihre aerobe als auch auf ihre anaerobe biologische Abbaubarkeit
getestet. Zur Untersuchung der aeroben biologischen Abbaubarkeit wurden zwei Tests der OECD-
Testserie 301 zur Priifung der leichten biologischen Abbaubarkeit organischer Substanzen ausge-
wahlt: der Closed Bottle Test (CBT) und der Manometrische Respirationstest (MRT). Die anaerobe
Abbaubarkeit wurde sowohl mit Faulschlamm als auch mit Biogassubstrat in Anlehnung an DIN
(1998) untersucht.
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5.2.1 Closed Bottle Test (OECD 301D)

Der CBT ist in der OECD-301-Testserie (1992) der erste von sechs Tests zur Untersuchung der leichten
biologischen Abbaubarkeit organischer Substanzen und ist auch fir schwer wasserldsliche
Substanzen geeignet. Die Testsubstanz, die die einzige Kohlenstoffquelle darstellt, liegt in geringer
Konzentration (2-10 mg/L bzw. 5-10 mg des theoretischen Sauerstoffbedarfs pro Liter (ThOD/L)) vor,
so dass keine Verluste der Testsubstanz durch Sorptionseffekte und Wechselwirkungen mit anderen
Organika vorkommen (Tiede et al. 2009; Frimmel und Niessner 2010). Die aus dem Klaranlagenablauf
stammenden Mikroorganismen liegen ebenfalls in geringer Konzentration vor (10* 10° Zellen/L).
Substanzen, die im CBT zu mehr als 60 % ThOD abgebaut werden, gelten als ,biologisch leicht
abbaubar”.

Die Aktivitdt des Inokulums wird Uber die Qualitatskontrolle erfasst, in der innerhalb von 14 Tagen
ein Abbau der Referenzsubstanz von 60 % gefordert wird. Uber die Toxizitdtskontrolle ist eine
wachstumshemmende bzw. toxische Wirkung der Testsubstanz auf das Inokulum sichtbar, die falsch
negative Abbauergebnisse zur Folge héatte. Eine toxische Wirkung der Testsubstanz auf die
Mikroorganismen kann ausgeschlossen werden, wenn der Abbau in der Toxizitdtskontrolle, die
sowohl Natriumacetat als auch die Testsubstanz enthalt, nach 14 Tagen mindestens 25 % Abbau
[ThOD] betragt. Die Differenz der Sauerstoffverbrauche in den parallelen Testansatzen darf nach
28 Tagen nicht mehr als 20 % betragen.

Der Test bestand aus den Ansdtzen A-D (Tab. 5-4) und wurde zweimal im Doppelansatz durchgefiihrt
(n=4). Das Inokulum stammte aus dem Ablauf der kommunalen Kldranlage Kenzingen (13.000
Einwohnergleichwerte (EWG)). Der Test wurde bei 20 + 1 °C Uber 28 Tage im Dunkeln durchgefihrt.
Der Abbau wurde (iber die Sauerstoffabnahme in den geschlossenen Flaschen nach ISO 5414 (1990)
mit Hilfe von Sensorspots und eines faseroptischen Sauerstoffsensors (Fibox 3 PreSens, Regensburg)
gemessen (Friedrich et al. 2013).

Tab. 5-4. Zusammensetzung der Ansadtze im CBT (A-D) und MRT (A-E).

A B C D E
Ansatz Blind- Qualitats- Test-  Toxizitats- Steril-
ansatz  kontrolle Ansatz kontrolle ansatz

Mineralmedium + + + + +
Inokulum + + + + -
Testsubstanz - - + + +
Referenzsubstanz . ) . ]
(Natriumacetat)

Natriumazid - - - - +

Im CBT wurden neben den elf Sulfonamiden weitere 60 strukturdhnliche Substanzen untersucht, um
nach den ersten negativen Abbauergebnissen die Datenbasis fiir die Untersuchung Quantitativer
Struktur-Wirkungs-Beziehungen (QSAR) zu erweitern.

Nach den Richtlinien der OECD wurden fiir alle elf Sulfonamide und 58 der strukturverwandten
Substanzen valide Ergebnisse erzielt. Alle elf untersuchten Sulfonamide sind anhand der CBT-Ergeb-
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nisse als nicht leicht biologisch abbaubar einzustufen (Tab. 5-5) und zeigten vergleichbare Abbau-
kurven wie Sulfadiazin (Abb. 5-2). Anhand der substanzbegleitenden Analytik konnte kein Primarab-
bau nachgewiesen werden (Abb. 5-3). Von den 58 valide getesteten strukturverwandten Substanzen

war nur Natriumcyclamat mit einem Abbau von 86 % biologisch leicht abbaubar, alle anderen

Substanzen erwiesen sich wie die Sulfonamide als nicht leicht biologisch abbaubar (gefordert > 60 %

Abbau bezogen auf den ThOD; alle < 25 % Abbau (ThOD)).

Toxische Effekte konnten fir keine der untersuchten Substanzen festgestellt werden, da der Abbau in

der Toxizitatskontrolle an Tag 14 immer mindestens 25 % [ThOD] betrug.

Tab. 5-5. Prozentualer Abbau (% ThOD) der Sulfonamide im CBT (Mittelwert der Parallelansdtze

aus zwei CBTs).

Abbau in Prozent

Substanz Mittelwert Standardabw.
(n=4) int %
Sulfaguanidin-Monohydrat -1,2 7,1
Sulfanilamid -2,7 5,2
Sulfadiazin -0,6 9,7
Sulfathiazol -3,8 6,6
Sulfapyridin 0,4 3,9
Sulfamerazin -4,0 7,9
Sulfadimidin (= Sulfamethazin) -2,6 8,7
Sulfamethoxypyridazin -1,9 2,3
Sulfachloropyridazin 2,1 1,5
Sulfamethoxazol -1,1 8,8
Sulfadimethoxin -0,1 9,7

Sulfadiazin in CBT
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Abb. 5-2: CBT mit Sulfadiazin in einer Konz. von 3,9 mg/L (5 mg/L ThOD): prozentualer Abbau im
Testansatz mit Sulfadiazin (blau), in der Toxizitatskontrolle mit Sulfadiazin und Natriumacetat (rot:

gemessen, braun: berechnet) und in der Qualitatskontrolle mit Natriumacetat (griin), n = 2.
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Abb. 5-3: CBT mit Sulfadiazin in einer Konzentration von 3,9 mg/L (5 mg/L ThOD): HPLC-Chromato-
gramme vom Blindwert am Tag 0 (A) und Tag 28 (B), sowie vom Testansatz am Tag 0 (C) und Tag 28
(D).

5.2.2 Manometrischer Respirationstest (OECD 301F)

Der MRT ist ein weiterer Test der OECD 301-Testserie zur Bestimmung der leichten biologischen
Abbaubarkeit (1992). Im Unterschied zum CBT wird die Abbaubarkeit der Testsubstanz in einer
10-fach hoheren Konzentration (bis 100 mg/L) und bei einer hdéheren Inokulumsdichte (107 -
102 Zellen/L) untersucht. Der Testaufbau gleicht dem des CBTs (Tab. 5-4), nur dass tber eine Steril-
kontrolle zusatzlich eine abiotische Elimination erfasst wird. Der Test ist gliltig, wenn in den ersten 14
Tagen die Referenzsubstanz in der Qualitatskontrolle bezogen auf den ThOD zu mindestens 60 %
abgebaut wird und der Abbau in der Toxizitatskontrolle mindestens 25 % [ThOD] betragt. Daneben
darf die Differenz der Abbauwerte in den parallelen Testansatzen nicht mehr als 20 % betragen und
die Sauerstoffzehrung im Blindwert 60 mg/L nicht Gberschreiten.

Der MRT wurde bei 20 + 1 °C unter standigem Riihren Uber 28 Tage im Dunkeln durchgefiihrt. Die
Testansatze wurden im Doppelansatz, der Blindwert und die Qualitdtskontrolle im Dreifachansatz
und die Toxizitatskontrolle und Sterilkontrolle je einfach angesetzt. Der biologische Abbau wurde
lber den Sauerstoffverbrauch und die daraus resultierende Druckabnahme in den Messkopfen
(OxiTop OC110, WTW, Weilheim) gemessen, wobei gebildetes CO, mit Kaliumhydroxid abgefangen
wurde.

Die elf Sulfonamide wurden zweimal in einer Testkonzentration von 30 mg/L [ThOD] auf ihre Abbau-
barkeit getestet. Das Inokulum (80 mL Kldranlagenablauf) stammte einmal aus der kommunalen
Klaranlage Kenzingen (13.000 EWG), das andere Mal von der Klaranlage in Lineburg (Abwasser, Griin
& Liineburger Service GmbH, 250.000 EWG). Zusatzlich zu den elf Sulfonamiden wurden 58 struktur-
dhnliche Substanzen mit einem der beiden Abldufe untersucht.

Fir die Sulfonamide wurden im ersten MRT mit Ausnahme von SMPD (Abweichung der Doppel-
bestimmung > 20 %) valide Ergebnisse erzielt. SMPD wurde in einem weiteren Test valide getestet

(Khaleel et al. 2013). Im zweiten MRT wurde keine Qualitatskontrolle mitgefiihrt. Da in allen Toxi-
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zitdtsansdtzen aber am 14. Tag ein Abbau von mindestens 33 % erfolgte (Ausnahme Sulfamethazin:
Abbau von 21,7 %), konnte Uber die Toxizitatskontrolle eine ausreichende Aktivitat des Inokulums
nachgewiesen werden. Der zweite MRT wurde daher in die Auswertung miteinbezogen. Fir die 58
strukturverwandten Substanzen wurden 46 valide Ergebnisse erzielt. Acht Substanzen zeigten eine
toxische Wirkung auf die Mikroorganismen (Abbau in der Toxizitdtskontrolle < 25 % [ThOD]). Bei vier
Substanzen verfehlte der Test aus anderen Griinden die Validitatskriterien.

Alle elf untersuchten Sulfonamide sind anhand der MRT-Ergebnisse als nicht leicht biologisch abbau-

bar einzustufen (Tab. 5-6) und zeigten vergleichbare Abbaukurven wie Sulfamerazin (Abb. 5-4).
Anhand der Analytik konnte bei keinem Sulfonamid ein Primadrabbau nachgewiesen werden
(Sulfamerazin: Abb. 5-5). Von den 46 valide getesteten strukturverwandten Substanzen erwiesen sich
mit Ausnahme von Natriumcyclamat (Abbau von 93 %) alle Substanzen als nicht leicht biologisch
abbaubar (gefordert > 60 %; alle < 58 % (Saccharin)).

Tab. 5-6: Prozentualer Abbau ausgewadhlter Sulfonamide im MRT (negative Werte deuten auf einen
geringen Blindwert hin, der in der GroRenordnung von — 10 % in diesem Test haufig auftritt).

Abbau in Prozent

Substanz Mittelwert Standardabw.

(n=2) int%
Sulfaguanidin Monohydrat -13,7 4,0
Sulfanilamid -32,8 8,5
Sulfadiazin -11,4 4,6
Sulfathiazol -12,6 9,5
Sulfapyridin -2,7 3,9
Sulfamerazin -8,1 3,8
Sulfadimidin (= Sulfamethazin)* -1,6 /
Sulfamethoxypyridazin -13,6 5,4
Sulfachloropyridazin -15,6 2,0
Sulfamethoxazol -18,2 4,2
Sulfadimethoxin -2,0 4,0
*n=1
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Abb. 5-4: MRT mit Sulfamerazin in einer Konz. von 21,5 mg/L (30 mg/L ThOD): prozentualer Abbau
im Testansatz mit Sulfamerazin (blau), in der Toxizitatskontrolle mit Sulfamerazin und
Natriumacetat (rot: gemessen, braun: berechnet) und in der Qualitdtskontrolle mit Natriumacetat
(grin), n=2.
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Abb. 5-5: CBT mit Sulfamerazin in einer Konzentration von 21,5 mg/L (30 mg/L ThOD): HPLC-Chro-
matogramme vom Testansatz am Tag 0 (rot) und Tag 28 (griin).
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Zusammenfassend ergaben beide Abbautests zur Prifung der leichten biologischen Abbaubarkeit
unter aeroben Bedingungen, dass keines der elf Sulfonamide leicht abbaubar ist. Es muss daher
davon ausgegangen werden, dass die Sulfonamide nach ihrem Eintrag in die Umwelt nicht abgebaut
werden und sich in Boden und im Grundwasser/Oberflaichengewdasser anreichern kénnen. Durch ihre
Prasenz ist eine Induktion mikrobieller Resistenzen nicht auszuschliefen. Unterschiede in der
chemischen Struktur der Seitenkette von para-Amino-benzolsulfonamid haben entgegen der
urspriinglichen Erwartung offensichtlich keinen Einfluss auf die biologische Abbaubarkeit, d. h. die
Sulfonamidgruppe scheint nicht nur zentral fiir die antibiotische Wirkung zu sein, sondern unter den
hier untersuchten Bedingungen auch die biologische Abbaubarkeit zu verhindern.

Fiir QSAR stehen nur fiir den CBT Bioabbau-Module zur Verfligung, die die experimentellen
Ergebnisse bestatigten, dass die Sulfonamide aerob nicht abbaubar sind. Eine Erweiterung der
vorhanden Datenbasis mit den fir die Sulfonamide hier gewonnenen experimentellen Ergebnissen
des Closed Bottle Tests fiihrt logischerweise dazu, dass Sulfonamide immer als nicht biologisch
abbaubar vorhergesagt werden. Damit konnten an dieser Stelle mittels QSAR keine Vorschlage fir
Strukturvariationen gemacht werden. Um zu prifen, dass die Sulfonamidgruppe wesentlich fir die
Nichtabbaubarkeit ist, wurden weitere strukturverwandte Substanzen, die eine Sulfonamidgruppe
enthalten, im CBT auf ihre leichte biologische Abbaubarkeit untersucht. Zudem wurde der MRT
durchgefiihrt, bei dem das Inokulum in hoherer Konzentration vorliegt und somit auch eine héhere
Diversitat metabolischer Enzyme aufweist. Damit wurde die Rolle der Sulfamidgruppe nochmals
Uberprift. Fir den MRT fehlen bislang Abbau-Module fiir QSAR, da nur wenige Daten verfligbar sind.
Aus diesem Grund, und da es auch im MRT keine verbesserte Abbaubarkeiten gab, konnten auch fir
diesen Test QSAR-Vorhersagen nicht sinnvoll angewandt werden.

5.2.3 Anaerober Abbautest mit Faulschlamm

Die anaerobe Abbaubarkeit der Sulfonamide wurde in Anlehnung an die DIN (1998) mit Faulschlamm
getestet.

Beim anaeroben Abbau wird organischer Kohlenstoff zu Biogas umgesetzt. Das entstehende Gas-
gemisch aus Methan und Kohlenstoffdioxid flihrt zum Druckanstieg in den gasdicht geschlossenen
Messflaschen, welcher mittels OxiTop®-C Messképfen (WTW, Weilheim) erfasst und tber den gesam-
ten Versuchszeitraum gespeichert wurde. Die Zusammensetzung der Ansatze im anaeroben Test war
wie im CBT (Tab. 5-4) mit der Ausnahme, dass als Referenzsubstanz Polyethylenglykol (PEG 400)
verwendet wurde.

Als Inokulum wurde gewaschener und vorgezehrter Faulschlamm mit geringem anorganischem
Kohlenstoffanteil (IC < 10 mg/L) aus der Klaranlage Forchheim (AZV Breisgauer Bucht, 600.000 EWG)
verwendet. Der Faulschlamm wurde mit anoxischem Mineralsalz-Medium soweit verdiinnt, dass der
Trockensubstanzgehalt in allen TestgefaRen 1—3 g/L betrug. Die Sulfonamide wurden als Stamm-
I6sungen in die Testansatze zugegeben, so dass sie bezogen auf den organischen Kohlenstoffgehalt
(OC) in einer Konzentration von 50 mg/L vorlagen.

Es wurden drei Blindwerte und drei Qualitdatskontrollen mit Polyethylenglykol (PEG 400) als Referenz-
substanz angesetzt. Eine ausreichende Aktivitdat des Faulschlamms wurde (ber den Abbaugrad der
Referenzsubstanz in der Qualitatskontrolle erfasst, der nach DIN mindestens 60 % betragen muss.
Die Sulfonamide wurden im Dreifachansatz auf ihre anaerobe Abbaubarkeit untersucht. Toxische
Effekte auf die Faulschlammmikroorganismen wurden Uber eine Toxizitatskontrolle erfasst, die die
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Test- und Referenzsubstanz in gleicher Konzentration enthielt. Eine Hemmung der Sulfonamide auf
die Mikroorganismen des Faulschlamms konnte (iber eine geringere Gasbildung in der Toxizitats-
kontrolle gegenliber der Qualitatskontrolle erfasst werden. Der Testansatz erfolgte in einem “Zelt”
(COY Laboratory Products, Grass Lake, USA) unter Stickstoff/Wasserstoff-Atmosphére, um anaerobe
Bedingungen zu gewahrleisten. Undichte Flaschen wurden durch den Farbumschlag des im Mineral-
salzmedium enthaltenen Sauerstoffindikators Resazurin nach Rosa angezeigt und gingen nicht in die
Auswertung ein. Die Fermentation dauerte 28 Tage bei 39+1 °C. An den zwei folgenden Tagen
wurde nach Ansduern der Proben der Biogasgehalt in der Gasphase sowie das in der wassrigen Phase
gebundene CO, bestimmt.

Mit Ausnahme von Sulfamethazin wurden alle Sulfonamide auf ihre anaerobe biologische Abbau-
barkeit mit Faulschlamm untersucht. Die Tests waren giiltig, da die Kotrollsubstanz in der Plateau-
phase einen Abbaugrad > 60 % erreichte. Fiinf der getesteten Sulfonamide zeigten in einer Konzen-
tration von 50 mg/L OC eine toxische Wirkung (Abbau PEG 400 in Toxizitdtskontrolle <60 % und
Gasbildung < als in Qualitatskontrolle) auf den Faulschlamm (Tab. 5-7). Die Testergebnisse fir die
anderen Sulfonamide waren valide. Keines der Sulfonamide wurde innerhalb von 28 Tagen zu mehr
als 15 bis 25 % anaerob abgebaut. Die Gasbildung ist in Abb.5-6 exemplarisch fir Sulfadiazin
dargestellt.

Tab. 5-7: Prozentualer Abbau der Sulfonamide im anaeroben Abbau mit Faulschlamm; n. v. = nicht
valide, da Abbau in Toxizitatskontrolle < 60 % bzw. Gasbildung in Toxizitdtskontrolle < Qualitats-
kontrolle.

Testansatze o .
Ergebnis im Toxizitats-

Substanz 10 %-Bereich kontrolle

Mess 1 Mess 2 Mess 3

Sulfaguanidin-

Monohydrat / 3 8 n-V. 19
Sulfanilamid 24 16 22 15 bis 25 92
Sulfadiazin 13 9 19 10 bis 20 97
Sulfathiazol 17 19 17 n. v. 20
Sulfapyridin 12 18 16 10 bis 20 83
Sulfamerazin 12 8 23 10 bis 20 96
Sulfamethoxypyridazin 18 -2 9 n. v. 8
Sulfachloropyridazin 8 -1 9 n.v. 30
Sulfamethoxazol 22 17 -6 10 bis 20 67
Sulfadimethoxin 3 3 -1 n.v. 6
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Abb. 5-6: Absolute Druckentwicklung von Sulfadiazin in einer Konzentration von 104 mg/L
(50 mg/L OC) im anaeroben Abbautest mit Faulschlamm abziiglich der Blindwerte.

5.2.4 Anaerober Abbautest mit Biogassubstrat (in Anlehnung an DIN EN 1SO 117341)

In Anlehnung an die DIN EN ISO 11734 (DIN 1998) wurde der Anaerobtest mit Biogassubstrat eta-
bliert. Dazu waren mehrere Vorversuche notwendig (5.2.4.1). Das Biogassubstrat wurde aus der Bio-
gasanlage in Soderstorf (25 km stid-westlich von Liineburg) bezogen. Die Biogasanlage besteht aus
flnf beheizten und anaerob betriebenen Fermentern. Das Substrat wird zum GroRteil den Fermen-
tern 1 & 2 zugefiihrt, zum kleineren Anteil den Nachfermentern 3 & 4. Fermenter 5 ist das Endlager,
aus dem Biogassubstrat wieder dem System riickgefiihrt wird (Abb. 5-7).

Abb. 5-7: Schematischer Aufbau der Biogasanlage mit den Hauptfermentern 1 & 2, den Nach-
fermentern 3 & 4 und dem Endlager 5.
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Das Biogassubstrat besteht zu ca. 35 % aus Tiergiille (23 % Schweinegiille aus eigenem Betrieb, 10 %
Putenmist aus Fremdbetrieben) und zu 65 % aus Maissilage und Roggenkoérnern. Von den hofeigenen
Schweinen werden nach Auskunft des Betreibers nur die Ferkel mit geringen Mengen an Amoxicillin
gefuttert, Sulfonamide kommen nicht zum Einsatz. Die Analyse des Biogassubstrats mit LC-MS/MS
ergab keinen Hinweis darauf, dass l(iber den Putenmist groRere Mengen an Sulfonamiden einge-
tragen werden.

5.2.4.1 Etablierung des Tests

Mehrere Vorversuche wurden durchgefiihrt, um den anaeroben Abbautest an die Matrix Biogas-
substrat (BGS) zu adaptieren und eine fiir die Kotrollversuche geeignete Referenzsubstanz zu finden.
Die Testansatze wurden unter Ausschluss von Sauerstoff in einem anaeroben “Zelt” (COY Laboratory
Products, Grass Lake, USA) unter Stickstoff/Wasserstoff-Atmosphéare angesetzt. Folgende Parameter
wurden getestet und optimiert:

e Aktivitdt des Biogassubstrates aus unterschiedlichen Fermentern

e geeignete Vorbehandlung (Waschen und Sieben des Inokulums)

e Inkubationszeit (Dauer der Vorzehrung / Erholung)

e Referenzsubstanzen: Polyethylenglykol 400, Diethylenglykol, Natriumbenzoat, Natriummalat,
Anilin, Palmitinsaure, Octanol, Ethylenglykol, Starke, Glucose, Natriumacetat

e Testdauer

» Die Vorversuche zeigten, dass sich die Aktivitdt des Inokulums aus den verschiedenen Fer-
mentern kaum voneinander unterscheidet, da sowohl in die Hauptfermenter als auch in die
Nachfermenter frisches Substrat eingebracht wird. Das BGS wurde aus Fermenter 3 ent-
nommen, da damit die homogensten Ergebnisse erzielt wurden.

» Zunichst wurde das BGS vier bzw. elf Tage bei 35 °C inkubiert, damit die Mikroorganismen
eingetragenes Substrat vergdren konnten. AnschlieRend wurde das BGS dreimal mit Mineral-
medium gewaschen, um kurz vor Testbeginn das im Substrat gebundene CO, auszutreiben.
Der anorganische Kohlenstoffgehalt (IC) konnte durch die Verlangerung der Vorgarungszeit
von vier auf elf Tage zwar halbiert werden, lag mit 14,7 mg/L aber selbst nach drei Wasch-
gangen immer noch tber dem Richtwert von 10 mg/L (DIN, 1998). Die mikrobielle Gaspro-
duktion durch den anaeroben Abbau der eingetragenen Feststoffe wie Pflanzenreste flhrte
spatestens nach vier Wochen zu einer Uberschreitung des messbaren Druckbereichs, so dass
die Versuche nicht auswertbar waren.

» Das BGS wurde daher zunidchst gesiebt, indem das Substrat in ein groberes Haushaltssieb

(Maschenweite ca. 3 mm) gegeben und solange mit sauerstofffreiem Mineralmedium gespiilt
wurde, bis das Eingangsvolumen wieder erreicht war. Danach wurde der Vorgang mit einem
feineren Sieb (1 mm Maschenweite) wiederholt. Das Sieben brachte 2 Vorteile mit sich: zum
einen konnte der Feststoffanteil (NPOC) von 223 auf 8 mg/L reduziert werden. Danach
reichten zwei Waschvorginge aus, um den IC auf <10 mg/L zu reduzieren (Tab. 5-8). Die
mikrobielle Gasbildung im Blindwert blieb im messbaren Bereich. Zum anderen bewirkte das
Sieben eine weitgehende Homogenisierung des Substrats, die eine gleichmaRige Verteilung
des BGSs auf die TestgefdaRe gewéhrleistete.
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Tab. 5-8: Reduktion des anorganischen Kohlenstoffs (IC) im Biogassubstrat (Fermenter 5) abhdngig
von der Vorbehandlung; rot: Werte liegen auBerhalb der Vorgaben der DIN (1998), griin: Werte
erfiillen die Vorgaben.

IC
Vorbehandlung Wasch- in mg/li
Ansatz . Waschvorgange
Vorzehrung in schritte
Sieben 0 1 2 3
Tagen

1 - 4 3 n. m. n. m. n.m. 29,61
2 - 11 3 88,76 88,33 39,46 14,73
3 X 0 3 119,60 15,38 2,35 0,92
4 X 7 3 136,10 18,53 3,48 2,34
n.m.= nicht messbar, da hoher Schwebstoffanteil Filtration unméglich machte

» Am Beispiel von Natriummalat zeigte sich, dass nach dem Sieben eine Vorinkubation des

BGSs von sieben Tagen die lag-Phase verringerte und die Abbaurate mindestens um einen

Faktor von 1,5 gesteigert werden konnte (Tab. 5-9). Allerdings wurde nicht in allen Ansatzen

der nach DIN geforderte Abbau der Referenzsubstanz von 60 % erreicht.

Tab. 5-9: Anaerobe Abbaubarkeit von Natriummalat nach 28 Tagen.

Anaerober Abbau von Natriummalat

Fermen- Inkubation Wasch- . Zunahme

Ansatz . . in % o
ter in Tagen schritte der Aktivitat
Mess.1 Mess.2 Mess.3 MW SA+%

3 5 0 3 29 43 32 35 7
4 5 7 3 72 57 66 65 8 1,9
5 3 0 2 37 39 27 34 6
6 3 7 2 43 61 52 52 9 1,5

Bei der Suche nach einer geeigneten Referenzsubstanz schieden Polyethylenglykol 400, Natrium-

benzoat und Anilin aus, da sie innerhalb von 30 Tagen keinerlei anaerobe Abbaubarkeit aufwiesen. Es

wurden daher weitere Substanzen auf ihre Eignung als Referenzsubstanz untersucht und fir schwer

abbaubare Substanzen und Natriummalat die Testdauer auf 58 Tage erhoht (
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» Tab.5-10). Die Vorbehandlung des BGSs beinhaltete, wie bei den spateren Sulfonamid-
Messungen, folgende Schritte:

1. BGSaus Fermenter 3
2. Sieben (Haushaltssiebe mit Maschenweite 3 und 1 mm), verlorengegangenes Volu-

men mit Mineralmedium auffillen

3. Vorinkubation von sieben Tagen
2-maliges Waschen mit Mineralldsung direkt vor Testansatz, um CO,—Gehalt in der

wassrigen Phase auf weniger als 10 mg/L zu reduzieren.
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Tab. 5-10: Anaerobe Abbaubarkeit moglicher Referenzsubstanzen in einer Ausgangskonzentration
von 50 mg/L DOC.

Anaerober Abbau in %

Substanz

Mess.1 Mess.2  Mess. 3 MW SAin % il;]a_lgzgeeii
Ethylenglykol 11 33 55 33 22 28
Starke 32 25 75 44 27 28
Natriumacetat 79 55 59 64 13 28
Glucose 75 n.a. 80 78 4 28
Natriummalat 43 51 52 49 5 28
Natriummalat 67 82 67 72 9 56
Palmitinsdure 25 38 36 33 7 56
1-Ocatanol 36 58 37 44 12 56

n. a. = nicht auswertbar

Palmitinsdure und 1-Octanol wiesen eine lag-Phase von etwa 35 Tagen auf, ihr Abbau lag nach 56
Tagen deutlich unter den nach DIN (1998) geforderten 60 %, so dass beide Substanzen als Referenz-
substanzen ausschieden.

Von den biologisch leicht abbaubaren Substanzen, die liber vier Wochen getestet wurden, unter-
schieden sich bei Ethylenglykol und Starke die Abbauwerte in den einzelnen Testansatzen stark von-
einander (SA > 22 %). Der anaerobe Abbau von Glucose und Natriumacetat begann nach einer lag-
Phase von etwa zwei bzw. drei Wochen (Abb. 5-8). Nach ca. vier Wochen wurde bei beiden Sub-
stanzen der Ubergang in die stationire Phase erreicht, wobei nur Glucose in allen Ansitzen Abbau-
werte von > 60 % erreichte und die Einzelwerte weniger stark voneinander abwichen als bei Natrium-
acetat. Natriummalat wurde innerhalb der 28 Tage zwar zu geringeren Anteilen (< 52 %) als Natrium-
acetat abgebaut, schien aber die stationdre Phase noch nicht erreicht zu haben, so dass die Versuchs-
dauer auf acht Wochen erweitert wurde. Die Verdopplung der Testdauer bewirkte eine um 150 mbar
héhere Gasbildung und einen Abbau von Natriummalat > 60 %. Ferner wurde die Annahme bestatigt,
dass der Glucoseabbau nach ca. 30 Tagen beendet war, wahrend der Natriummalat-Abbau erst nach
40 Tagen in die stationdre Phase (iberging (Abb. 5-8).

Als Referenzsubstanzen wurden Natriummalat und Glucose gewahlt und der anaerobe Abbautest mit
Biogassubstrat auf 60 Tage ausgeweitet.
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Abb. 5-8: Absolute Druckentwicklung und Abbauwerte von Glucose, Natriumacetat und Natrium-
malat im anaeroben Abbautest mit Biogassubstrat.
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5.2.4.2 Anaerober Abbau der Sulfonamide mit Biogassubstrat

Die Sulfonamide wurden mit Ausnahme von Sulfaguanidin-Monohydrat mit dem nach 5.2.4.1 vorbe-
handelten BGS Uber 58 Tage bei 39 + 1 °C im Dunkeln inkubiert. Der Testaufbau glich dem Anaerob-
test mit Faulschlamm (5.2.3). Die Gasbildung in den geschlossenen Flaschen wurde mit Hilfe von
OxiTop®-C Messkopfen (WTW, Weilheim) aufgezeichnet. Als Referenzsubstanzen dienten Glucose
und Natriummalat. Es wurden vier Anaerobtests durchgefiihrt, die in Tab. 5-11 farblich markiert sind.
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Tab. 5-11: Anaerobe Abbaubarkeit der Sulfonamide mit Biogassubstrat nach Auswertung des Tests
iiber die Druckentwicklung infolge der Biogasproduktion. Die Ergebnisse stammen aus vier farblich
gekennzeichneten Testdurchlaufen, die nach DIN validen Ergebnisse sind fett dargestellt. Als
Referenzsubstanzen wurden Glucose (G) und Natriummalat (NM) verwendet.

Sulfamethoxypyridazin 3 -50 bis 0 1 52
Sulfadiazin 1 0 1 50
Sulfathiazol 2 -25bis-15 | 3G 50-60 1 58
Sulfanilamid 3 -5 bis 0 1 60
3 -30 bis -10 n.a. n.a.
Sulfachloropyridazin 3 -30 bis 25 13 M 40-.45% L 3(.)
3 10 3 NM >60 bis >70* 2 > 50 bis 55*
3G >b55 bis >65* 2 >65 bis 90*
. 3NM| >60 bis >70* 2 >45 his 75*
Sulfadimethoxin 3 0 bis 10 . :
3G >55 bis >65* 2 >55 bis >60*
3 -20 bis-5 | 3 NM 40-45% 3 35 his 45
3 -5 bis 10 [ 3 NM 40-45% 3 35 his 85
Sulfapyridin . 3NM | >60 bis >70* 1 >60*
2 SbiS1S TS >sshiss65r | 2 na.
3 0 bis 10 3 NM 40-45% 3 45 bis 50
Sulfadimidin/Sulfamethazin 5 -5 bis 25 2G 60 bis 70 1 n.a.
2 NM 75 bis 95 1 30**
. . 2G 60 bis 70 1 60
Sulfamerazin 2 -10 bis 10 > NM 75 bis 95 1 Py
2G 60 bis 70 1 90
Sulfamethoxazol 2 25-35 > NM 75 bis 95 1 35

n.a. = nicht auswertbar, Ausstieg Messkopf!

* Messwerte entsprechen Druckentwicklung vor Austreibung des gebundenen CO2 durch Saure, da danach Druck tiber messbaren Bereich angestiegen ist
** Druckentwicklung enstpricht der in Qualitdtskontrolle. Durch Druckabfall am 8. Tag beginnt Druckbildung im Negativen und erreicht geringen Endwert
In den Blindwerten aller vier Tests flihrte der mikrobielle Abbau eingeschleppten Substrats nach vier
Wochen zu einem messbharen Druckanstieg. Da die Gasbildung in den Blindwerten von allen Mess-
werten abzuziehen ist, fiel dadurch der Druck in den Kontroll- und Testansatzen zum Testende hin
ab.

In zwei Testdurchldufen (in Tab. 5-11 hellblau und grau gekennzeichnet) war die Aktivitdt des BGSs
geringer als in den anderen Tests. Die Referenzsubstanz in den Kontrollansatzen wurde in keinem
Ansatz zu mehr als 60 % abgebaut, so dass die Tests nach DIN (1998) nicht valide sind. Im Test mit
der Referenzsubstanz Glucose (hellblau) entsprach der in der Gasphase der Kontrollflaschen entstan-
dene Druck kurz vor Austreibung des gelésten CO, einem Glucoseabbau von 40 bis 50 %. Nach dem
Austreiben des in der wassrigen Phase gebundenen CO, stieg der Druck des gesamten Gases und
damit die errechnete Abbaurate auf 50 bis 60 % an (Abb. 5-9). Da bereits am Tag 30 in der Gasphase
der Qualitdtskontrollen die hochsten Driicke gemessen wurden, kann angenommen werden, dass
diese einem Glucoseabbau von mehr als 40 bis 50 % entsprachen und nach Ansduerung hoéhere
Werte als 50 bis 60 % erreicht hatten. Diese Annahme wird durch die Vorversuche bestatigt, in denen
nach 30 Tagen ein Glucoseabbau von 75 bis 80 % gemessen wurde (Abb. 5-8). Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die mikrobiologische Aktivitdt des Biogassubstrats den Anforderungen
der DIN entsprach. Der Test wurde aus diesem Grunde nicht wiederholt und die Ergebnisse in die
Auswertung einbezogen. Demgegeniliber wurde der nach DIN ungiltige Test mit der Referenzsub-

47



stanz Natriummalat (grau) wiederholt, da hier Ungewissheit bestand, ob die héchsten, am 40. Tag
gemessenen Driicke einem Natriummalat-Abbau von mehr als 60 % entsprochen hatten.

Zeit [Tage]

2Zeit [Tage]

Abb. 5-9: Anaerober Abbautest mit Biogassubstrat: Druckentwicklung in den Blindwerten und
Qualitédtskontrollen mit der Referenzsubstanz Glucose (50 mg/L OC).

Der Anaerobtest mit BGS wurde zum einen anhand der Gesamtgasproduktion, zum anderen
analytisch ausgewertet.

A) Die Gasproduktion wurde im Dreifachansatz gemessen, erwies sich aber Gber den Zeitraum
von acht Wochen als sehr storungsanfallig, so dass nicht immer alle drei Parallelansatze zum Ende
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des Tests auswertbar waren. Anhand der Gasbildung wurde Sulfamethoxazol zu 25 bis 35 % anaerob
abgebaut (n = 2). Bei allen anderen Sulfonamiden lag der mittlere Abbau unter 10 %, so dass sie als
nicht anaerob abbaubar eingestuft wurden. In Abb. 5-10 ist die Druckentwicklung exemplarisch fir
vier Sulfonamide aufgetragen.
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Abb. 5-10: Anaerobe Abbautests mit Biogassubstrat: Druckverldufe in den Testansdtzen (rot) und
Toxizitdtskontrollen (blau); Konzentration der Sulfonamide und Referenzsubstanzen (G: Glucose,
NM: Natriummalat) jeweils 50 mg/L OC.

B) Die analytische Auswertung des Anaerobtests mit BGS zeigte, dass die Sulfonamidkonzen-
trationen nicht in allen Ansatzen einem organischen Kohlenstoffgehalt von 50 mg/L entsprachen,
sondern meist mit Konzentrationen zwischen 30 bis 145 mg/L um diesen Sollwert schwankten. Dies
deutet darauf hin, dass die Sulfonamide in den hoch konzentrierten Stammldsungen nicht vollstandig
geldst vorlagen.

Waidhrend es anhand der Druckmessung nur fir Sulfamethoxazol (25-35 %) einen Hinweis auf an-
aerobe Abbaubarkeit gab, zeigte die HPLC-Analytik neben Sulfamethoxazol auch fiir Sulfamerazin
und Sulfadimethoxin eine Elimination von 44 £+ 8 % (n = 3) bzw. 34 + 9 % (n = 6). Fiir Sulfamethoxazol
wurde analytisch mit 84 +8 % (n =3) die héchste Primarelimination ermittelt (Tab. 5-12). Fiir alle
anderen Sulfonamide wurden anhand der analytischen Messungen mittlere Eliminationsraten unter
15 % berechnet. Mit UV/Vis (270 nm) konnte keine Bildung von Transformationsprodukten beobach-
tet werden.
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Tab. 5-12: Anaerobe Abbaubarkeit der Sulfonamide mit Biogassubstrat: Gegeniiberstellung der
Testauswertung iber die Biogasproduktion (dunkelgriin) und nach analytischer Auswertung des
Tests mit HPLC-Analytik und UV-Detektion (hellgriin); NM = Referenzsubstanz Natriummalat, G =
Referenzsubstanz Glucose.

Abbau anhand Analytik in %

Testansatz Toxizitatskontrolle
n MW STABW | n MW STABW
Sulfamethoxypyridazin 3 -50 bis 0 3 12,62 3,0 1G -89,52
Sulfadiazin 1 0 1 -7,35 10,6 1G -12,80
Sulfathiazol 2 -25 bis -15 2 -5,00 10,5 1G 43,40
Sulfanilamid 3 -5bis 0 3 7,50 20,0 1G -212,00
3 5 NM 9,33 10,0
Sulfachloropyridazin -30 bis 10 9 14,85 6,5
3 3G -4,13 1,2
Sulfadimethoxin 3 0 bis 10 6 34,67 25,3 5\M 32,31 15,0
2G 34,27 1,4
Sulfapyridin 3 5 bis 15 6 -346,34 | 145,9 SNM | 135,82 41,5
2G -117,79 24,9
Sulfadimidin/Sulfamethazin 3 -5 bis 25 6 -0,49 14,0 4NM -0.49 14,0
1G -114,75
. . 1 NM 67,81
Ifamerazin -10 bis 1 44,08 , -
Sulfamera: 2 0 0 3 8,5 1G 2029
1 NM 100,00
Sulfamethoxazol 2 25-35 3 83,64 8,2 1G 93.19

Bei Sulfamerazin konnte die Bildung eines Transformationsproduktes mit einer verlangerten Reten-
tionszeit (16,6 min zu 13,3 min) und einer spezifischen Masse m/z 547,2 nachgewiesen werden. Die
Masse des Transformationsproduktes kdnnte auf eine Hydrolyse mit anschlieBender Dimerisierung
hinweisen.
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Abb. 5-11: Massenspektrometrische Auswertung des anaeroben Abbaus von Sulfamerazin mit
Biogasssubstrat: Gesamtionen-Chromatogramme des Blindwertes (griin) und Testansatzes am Tag
58 (rot) sowie UV-Chromatogramm des Testansatzes am Tag 58 (blau); Trafo: Transformations-
produkt aus unvollstindigem Abbau von Sulfamerazin.

Bei Sulfadimethoxin konnte die Bildung von drei verschiedenen Transformationsprodukten nachge-
wiesen werden, die polarer als die Muttersubstanz waren (Abb. 5-12). Alle wiesen im Positivmodus
ein m/z 297 auf, woraus sich die Masse des Neutralmolekiils von m/z 296 herleitet. Dazu passt das
lon mit m/z 319, welches das korrespondierende Natriumaddukt darstellt. Die Differenz von 14
deutet auf die Abspaltung der Methylgruppen an Position 3 und 5 des Pyrimidinringes hin
(Abb. 5-13), was zu der hoheren Polaritdt im Vergleich zu der Ursprungssubstanz passen wiirde. Als
Ursache fiir diese Transformationsprodukte wurde zuerst eine saure Hydrolyse der Methoxygruppen
vermutet, da am Ende des Anaerobtests das noch in der wassrigen Phase gebundene CO, durch die
Zugabe von Saure ausgetrieben wird. Diese Vermutung konnte aber durch Untersuchung von ange-
sduerten Standardlésungen von Sulfadimethoxin verworfen werden, so dass die Methoxygruppen
schon im Verlauf des Testes abgespalten worden sein mussten.
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Abb. 5-12: Massenspektrometrische Auswertung des anaeroben Abbaus mit Biogasssubstrat von
Sulfadimethoxin: Gesamtionen-Chromatogramme des Blindwertes (griin) und Testansatzes am Tag

58 (rot) sowie UV-Chromatogramm des Testansatzes am Tag 58 (blau).
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Abb. 5-13: Strukturvorschlag Transformationsprodukt 1 bzw. 2 von Sulfadimethoxin.
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Flr Sulfamethoxazol konnten nach 58 Tagen sechs Transformationsprodukte nachgewiesen werden,
deren mengenmaRige Verteilung in Abb. 5-14 dargestellt ist.

Bioabbau von Sulfamethoxazol nach 58 Tagen

5,0E+08 -

4,0E+08

3,0E+08

2,0E+08

1,0E+08

0,0E+00

Abb. 5-14: Mengenverteilung von Sulfamethoxazol und seiner Transformationsprodukte anhand
der Peakflachen.

Da die Transformationsprodukte kiirzere Retentionszeiten aufwiesen, sind sie polarer als Sulfa-
methoxazol (Abb. 5-15).
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Abb. 5-15: Massenspektrometrische Auswertung des anaeroben Abbaus mit Biogasssubstrat von
Sulfamethoxazol: Gesamtionen-Chromatogramme des Blindwertes (griin) und Testansatzes am Tag
58 (rot) sowie UV-Chromatogramm des Testansatzes am Tag 58 (blau).

53



Fir das Transformationprodukt-1 kann das lon mit m/z 172,9 fiir das Wasserstoffaddukt angenom-
men werden. Dazu passt das lon mit m/z194,9 als Natriumaddukt und m/366,9 als Dimer
(Natriumaddukt). Dieses lon wirde fiir die Abspaltung der 5-Methylisoxazolgruppe stehen
(Abb. 5-16). Fir die anderen gefundenen Massen konnte kein Strukturvorschlag gemacht werden.

NH,

@)

|| NH,
s

@)

Abb. 5-16: Strukturvorschlag fiir Transformationsprodukt 1 von Sulfamethoxazol.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus den anaeroben Abbautests, dass funf Sulfonamide
(Sulfaguanidin-Monohydrat, Sulfathiazol, Sulfamethoxypyridazin, Sulfachloropyridazin und Sulfadi-
methoxin) in einer Konzentration von 50 mg/L OC eine toxische Wirkung auf die Mikroorganismen
des Faulschlamms hatten, die in diesem Konzentrationsbereich (fiir Sulfathiazol sogar in deutlich
hoherer Konzentration) auf die Mikroorganismen des Biogassubstrats nicht feststellbar war. Im
Faulschlamm wurde kein Sulfonamid zu mehr als 15 - 25 % abgebaut. Im Biogassubstrat wurde (iber
die Gasbildung fiir Sulfamethoxazol der hochste Abbau zu 25-35% ermittelt, wahrend in den
aeroben Abbautests kein Abbau festgestellt wurde. Die Primarelimination, die nicht mit einer
Gasproduktion einhergehen muss, lag flir Sulfamethoxazol mit durchschnittlich 84 % héher und ging
mit der Bildung von sechs starker polaren Transformationsprodukten einher. Fiir Sulfamerazin wurde
eine mittlere Primdrelimination von 44 % analysiert. Fir Sulfadimethoxin, das im Mittel zu 35 %
eliminiert wurde, wird eine mikrobielle Transformation angenommen.

5.3 Photooxidation von Sulfonamiden

Es wurde die Photolyse unter UV-Licht exemplarisch fir Sulfathiazol, Sulfanilamid, Sulfamethoxy-
pyridazin und Sulfadiazin untersucht. Die Sulfonamide wurden in einer Konzentration von 10 mg/L in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, pH 7,4) gel6st und tber 128 Minuten mit einem Quecksilber-
Mitteldruckstrahler UV TQ 150 (UV-Consulting Peschl, Mainz) bestrahlt. Das Lampenspektrum reichte
von 240 - 580 nm, die Lichtintensitat der neuen Lampe betrug durchschnittlich 47 W. Der vom Her-
steller angegebene Photonenfluss fiir neue Lampen ist Tab. 5-13 zu entnehmen. Der aktuelle Pho-
tonenfluss wurde mit dem Aktinometer Terbuthylazin, einem Herbizid, gemessen und lag auf
Terbuthylazin bezogen um Faktor 16 unter den Herstellerangaben (Abb. 5-17).
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Tab. 5-13: Herstellerangaben zum absoluten Photonenfluss der HG-UV TQ 150.

1/ nm

270
)

N
~

N
(=1
~

407
408

ST7
578
579

J/10° mol
h1
3

3
2

22

Bemerkungen

238/240
als Gesamtwert 8

angegeben

405/408
als
Gesamtwert 39

angegeben

577/579
als Gesamtwert 82

angegeben

Die Sulfonamidproben wurden bestrahlt und zu verschiedenen Zeitpunkten mit HPLC analysiert.

Sulfanilamid und Sulfathiazol zeigten nach 8 min eine vollstandige Priméarelimination (Abb. 5-18), die

nur bei Sulfathiazol auch mit einer DOC-Elimination von 30 % einherging. Die Primarelimination von
Sulfamethoxypyridazin und Sulfadiazin verlief langsamer, wobei nach 64 min auch diese beiden
Sulfonamide analytisch nicht mehr nachweisbar waren (Abb. 5-18).

Im Falle von Sulfathiazol ging die Elimination der Muttersubstanz mit der Bildung von zwei Photo-
abbauprodukten einher. Eines war weniger polar als Sulfathiazol und konnte ab der 4. Minute detek-

tiert werden. Das andere wies eine hdhere Polaritat als Sulfathiazol auf und war ab der 8. Minute
chromatographisch sichtbar (Abb. 5-19).
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Abb. 5-17: Aktueller Photonenfluss der verwendeten HG-UV TQ 150 (Aktinometer Terbuthylazin).
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Abb. 5-18: Prozentuale Wiederfindung der Sulfonamide (10 mg/L) nach ihrer UV-Bestrahlung (Hg-
UV TQ 150) gemessen mittels HPLC; Injektionsvolumen = 20 L, isokratische Elution (5.1.2).
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Abb. 5-19: UV-Vis-Chromatogramme von Sulfathiazol nach 0 bis 64 min UV-Bestrahlung.

5.4 Toxizitat der Photoabbauprodukte

Die Photolyse der vier ausgewahlten Sulfonamide wurde in einer Konzentration von 100 mg/L
wiederholt und zeitgleich von TihoPharm und dem Institut fir Nachhaltigkeit (Lineburg) durch-
gefiihrt. Ziel war es, die durch die Bestrahlung mit unterschiedlichen UV-Lampen und Versuchs-
anordnungen entstandenen Photoabbauprodukte hinsichtlich ihrer Toxizitdt miteinander zu verglei-
chen. Ein wesentlicher Unterschied beider UV-Lampen ist die Lage ihrer Strahlungsquelle. Bei der HG-
UV TQ 150-Lampe (UV-I, Partner Leuphana) taucht diese in die Testsuspension ein, wahrend sie bei
UV-Il (Partner TihoPharm) Uber der Testsuspension lokalisiert ist. Fir diesen Vergleich wurde in
Anlehnung an die Ergebnisse von TihoPharm eine UV-Bestrahlung liber 6 Stunden gewahlt und die
Toxizitat sowohl auf eukaryotische (TihoPharm) als auch auf prokaryotische Zellen untersucht.

Die akute und chronische Toxizitatsprifung gegenlber prokaryotischen Zellen erfolgte in einem mo-
difizierten Leuchtbakterientest (Menz et al. 2013) unter Verwendung des marinen Leuchtbakteriums
Vibrio fischeri (Stamm: NRRLB-11177). In dem automatisierten Batch-Test werden die Hemmung der
Lichtemission und des Wachstums von Vibrio fischeri ermittelt. Hierzu wurden die unbestrahlten und
bis zu 6 Stunden bestrahlten Sulfonamidproben in zwei Verdiinnungen (Verdiinnung der Proben im
finalen Testansatz: 1:2 und 1:10) mit der Leuchtbakteriensuspension auf einer Mikrotiterplatte
vereinigt und liber 24 Stunden inkubiert. In regelmaRigen Abstanden wurden die optische Dichte und
die Lumineszenz gemessen. Die akute Leuchthemmung wurde nach 30 min, die chronische Leucht-
hemmung nach 24 h erfasst. Nach 14 h wurde die Hemmung der Zellvermehrung bestimmt.

Die Ergebnisse des Wachstumshemmtests zeigen, dass die antimikrobielle Wirkung der Sulfathiazol-
proben nach UV-Bestrahlung mit UV-l sukzessive zunahm und die nach 6 Stunden entstandenen
Photoabbauprodukte eine um ca. 70 Prozentpunkte stiarkere Hemmwirkung auf das Wachstum von
Vibrio fischeri hatten als die Muttersubstanz. Auch bei Sulfanilamid, das bei der getesteten Anfangs-
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konzentration von 50 mg/L keine messbare Wachstumshemmung entfaltete, zeigte die Mischung der
Photolyseprodukte nach 6 Stunden eine deutlich hohere Toxizitat als die unbehandelte Mutter-
substanz (55 % Wachstumshemmung nach 360 min Behandlung). Die Hemmwirkung von Sulfa-
methoxypyridazin verdanderte sich durch die UV-Bestrahlung nicht, wahrend Sulfadiazin seine bak-
teriostatische Wirkung im getesteten Konzentrationsbereich verlor (Abb. 5-20).
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Abb. 5-20: Wachstummshemmung von Vibrio fischeri durch die Sulfonamide nach UV-Bestrahlung
(UV-I). Ausgangskonzentration: 100 mg/L; 1:2 verdiinnt; Dreifachbestimmung. PK Il (Positivkon-
trolle mit 0,05 mg/L Chloramphenicol).

In Abb. 5-21 ist die Hemmung der Zellvermehrung nach 6-stiindiger Bestrahlung der Sulfonamide mit
den unterschiedlichen UV-Lampen vergleichend dargestellt. Unabhdngig von der UV-Quelle bewirkte
die Photooxidation von Sulfanilamid eine Steigerung der Wachstumshemmung. Demgegeniiber wur-
den fiir Sulfathiazol divergierende Ergebnisse erzielt. Wahrend die 6-stiindige Bestrahlung mit UV-I zu
einem drastischen Toxizitatsanstieg flihrte, nahm unter UV-Il die Toxizitdt ab. Sulfadiazin verlor bei
beiden Photolysen an Toxizitdt, wahrend die UV-Bestrahlung bei Sulfamethoxypyridazin ohne Aus-
wirkung auf die bakteriostatische Wirkung blieb.
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Abb. 5-21: Wachstummshemmung von Vibrio fischeri durch die Sulfonamide ohne (rot) und nach 6-
stiindiger UV-Bestrahlung (blau). SAD (Sulfanilamid), STZ (Sulfathiazol), SDZ (Sulfadiazin), SMPD
(Sulfamethoxypyridazin). UV-Lampen: UV-l (HG-UV TQ 150), UV-ll (TihoPharm); Ausgangskon-
zentration: 100 mg/L; 1:2 verdiinnt; n = 3.

Mittels Luminometrie wurde die akute und chronische Leuchthemmung gemessen. Da sich einige
Sulfonamidproben unter der UV-I-Bestrahlung verfarbten, werden die absoluten Werte der Leucht-
hemmung nicht berlicksichtigt, da die Eigenfarbe der Proben die gemessene Lumineszenz abschwa-
chen und eine erhohte Toxizitdt vortdauschen kann. Im Zuge ihrer Photolyse bewirkten die Sulfon-
amide eine akute und chronische Leuchthemmung, die in ihren Verldufen aber denen der Wachs-
tumshemmung anndhernd glich. Nur bei Sulfamethoxypyridazin, bei dem die Photolyse keinen
messbaren Einfluss auf die Wachstumshemmung hatte, halbierte sich die chronische Leucht-
hemmung nach 6 Stunden UV-Bestrahlung (Abb. 5-22). Dieser Effekt wurde fiir beide Verdiinnungs-
stufen (1:2 und 1:10) festgestellt, trat aber nicht bei den Proben auf, die mit der weniger intensiven
UV-ll-Lampe bestrahlt wurden (Abb. 5-23). Abgesehen von dieser Ausnahme, zeigten die durch UV-I
und UV-II nach sechs Stunden Photolyse entstandenen Abbauprodukte im Vergleich zu den Mutter-
substanzen den gleichen Trend bei der Leuchthemmung wie bei der Wachstumshemmung
(Abb. 5-21).
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Abb. 5-22: Chronische Leuchthemmung von Vibrio fischeri durch die Sulfonamide nach UV-Bestrah-
lung (HG-UV TQ 150). Ausgangskonzentration: 100 mg/L; 1:2 verdiinnt; n = 3. * Verfirbung bzw.
** starke Verfarbung der Proben unter der Photolyse.
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Abb. 5-23: Chronische Leuchthemmung von Vibrio fischeri durch die Sulfonamide ohne (rot) und
nach 6-stiindiger UV-Bestrahlung (blau). SAD (Sulfanilamid), STZ (Sulfathiazol), SDZ (Sulfadiazin),
SMPD (Sulfamethoxypyridazin). UV-Lampen: UV-I (HG-UV TQ 150), UV-Il (TihoPharm); Ausgangs-
konzentration: 100 mg/L; 1:2 verdiinnt; n = 3.
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Zusammenfassend nahm die Toxizitdit von Sulfanilamid unabhangig von der Lampe durch die
Photolyse zu. Fir Sulfathiazol wurden divergierende Ergebnisse erzielt, namlich eine drastische
Toxizitatszunahme durch die Photooxidation mit UV-l bzw. eine Toxizitditsabnahme unter UV-II.
Sulfadiazin verlor durch beide Photolysen seine bakteriostatische Wirkung, wahrend Sulfamethoxy-
pyridazin nur bei langer und intensiver Bestrahlung (UV-l) eine Abnahme der bakteriostatischen
Wirkung erfuhr.

5.5 Ranking

Die Ergebnisse aus den aeroben Abbautests gingen nicht in das Ranking ein, da sich die Sulfonamide
bezlglich ihrer aeroben Abbaubarkeit und Toxizitat gegentber dem Inokulum nicht voneinander
unterschieden. Im Anaeroben wurde eine Abbaubarkeit kleiner 30 % mit rot, ein Abbau zwischen 30
bis 60 % mit gelb und ein Abbau groRer 60 % mit griin bewertet. Der anaerobe Abbau wurde in seiner
Gesamtheit rot markiert, wenn kein Abbau stattfand und eine toxische Wirkung auf die Mikro-
organismen festgestellt wurde. Bei fehlender Abbaubarkeit wurde nur dann mit gelb bewertet, wenn
die Sulfonamide weder auf den Faulschlamm noch auf das Biogassubstrat toxisch wirkten. Wurden
toxische Effekte festgestellt, musste der Abbau fiir eine gelbe Bewertung mindestens 30 % betragen.
Griin wurde bei einer Abbaurate von 30 % und fehlender Toxizitat bewertet.

Bei der Photolyse wurde eine Primarelimination kleiner 30 % rot, von 30 bis 70 % gelb und groRer
70 % grin bewertet. In der Gesamtbewertung zeigt griin an, dass durch die Photolyse die Toxizitat
gegeniber Prokaryoten sank und rot, dass die Photoabbauprodukte eine starkere Toxizitdt aufwiesen
als die Muttersubstanz.
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Tab. 5-14: Bewertung der Sulfonamide mit einer 3-stufigen Farbgebung aufgrund der Versuchser-
gebnisse aus den anaeroben Abbautests und der Photolyse.

Test auf... SGU SDZ SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM SAD

Anaerobe
Abbaubarkeit >60 %
(Faulschlamm) in %
(n=3)

Toxizitat gegeniiber
Faulschlamm
Anaerobe
Abbaubarkeit
(Biogassubstrat) in %
anhand Gasbildung
(n=1-3)

Anaerobe
Abbaubarkeit
(Biogassubstrat) in %
anhand Analytik
(n=1-9)

Toxizitat gegentiber
Biogassubstrat

Anaerober Abbau

% Abbau nach

128 min UV TQ 150
(10 mg/L)

% Abbau nach

128 min UV TQ 150
(100 mg/L)
Photoabbau-
Produkte: Wirkung
Prokaryot. Zellen
Abbau durch UV-
Licht

SGU: Sulfaguanidin; SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; SAD: Sulfanilamid; n. a.: nicht auswertbar;
n. u.: nicht untersucht; n. v.: nicht valide; griin: positiv zu bewerten, rot: negativ zu bewerten; gelb: Bewertung nicht eindeutig
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6 Zusammenfassende Bewertung

In dem zurilickliegenden Forschungsprojekt wurde untersucht, ob es moglich ist, umweltfreundliche
Tierarzneimittel zu identifizieren und anhand ausgewahlter Feld- und Laborstudien zu charakteri-
sieren. Als Substanzklasse wurden Sulfonamide ausgewahlt, da diese nach wie vor in betrachtlichen
Mengen nicht nur in Deutschland sondern auch im Gbrigen Europa, den USA und China verwendet
werden (Sarmah et al. 2006; Grave et al. 2010). Der regelmaRige Nachweis dieser Substanzklasse in
Wirtschaftsdiingern, im Boden und in der aquatischen Umwelt in den vergangenen Jahren legte den
Schluss nahe, dass es sich um persistente Substanzen handelt, die auch akkumulieren kénnen
(Hamscher und Mohring 2012). Allerdings konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass sich Sulfon-
amide z. B. in der anaeroben Fermentation oder beziiglich ihrer Verlagerbarkeit in das Grundwasser
trotz dhnlicher molekularer Strukturen unterschiedlich verhalten konnen (Hamscher et al. 2005;
Mohring et al. 2009). Darliber hinaus stehen viele Wirkstoffe als Referenzsubstanzen zur Verfligung
und es konnten so auch Substanzen mit geringer veterindarmedizinischer Bedeutung in die Test-
systeme integriert werden. Hierliber sollten spezifische Strukturelemente identifiziert werden, die
moglicherweise fir umweltfreundliches Verhalten verantwortlich sein kdnnten.

In Tab. 6-1 sind die Ergebnisse der Teilprojekte zusammengefiihrt ergdnzt um die Relevanz der ein-
zelnen Substanzen in der Tiermedizin. Hinsichtlich des anaeroben Abbaus wurden die Daten von
Mohring et al. (2009) als wichtig erachtet und fir die Gesamtbeurteilung hinzugefiigt.

Das Datenmaterial in Tab. 6-1 wurde anschlieRend von den Projektpartnern gemeinsam bewertet
und wie folgt weiter zusammengefasst. Wurde in einer der Untersuchungen ein Abbauprodukt
identifiziert, so erfolgte eine positive Gesamtbewertung des anaeroben Abbaus. Eine hohe Elimina-
tionsrate ohne Hinweise auf Abbauprodukte wurde als nicht eindeutig bewertbar charakterisiert.
Ebenso wurden die Daten aus den UV-Abbau-Studien zusammengefiihrt. Hinweise auf eine Toxifi-
zierung der Abbauprodukte in einem der durchgefiihrten In-vitro-Tests flihrten bereits zu einer
negativen Gesamtbewertung des UV-Abbaus. Hieraus ergibt sich dann die Gesamtbewertung
(Tab. 6-2).

Tab. 6-1: Zusammenfassung der Bewertungen der Sulfonamide durch die Projektpartner.

Test auf... SGU SDZ SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM SAD
Relevanz in der ) . . ) . . ) . i
. . gering hoch gering gering gering hoch gering gering  steigend  gering gering

Tiermedizin
Grundwasser- o u
gangigkeit '
Anaerober Abbau
(Mohring et al.

n.u n. u. n.u n.u
2009)
Anaerober Abbau n. u.
Abbau durch UV-

n.u n.u n.u n. u. n.u n.u n.u
Licht (Laneburg)
Abbau durch
UV-Licht n.u. n.u.

(TiHoPharm)

SGU: Sulfaguanidin; SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; SAD: Sulfanilamid; n. u.: nicht untersucht;
grin: positiv zu bewerten, rot: negativ zu bewerten; gelb: Bewertung nicht eindeutig
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Tab. 6-2: AbschlieBende zusammenfassende Bewertung der Sulfonamide.

Test auf... SGU SDZ SPY STZ SMR SMZ SMPD SCY SMX SDM SAD
Relevanz in der ) . . ) . . . i )
. . gering hoch gering gering gering hoch gering gering  steigend  gering gering
Tiermedizin
Grundwasser-
. . . n. u.
gangigkeit
Anaerober Abbau n. u.
Abbau durch
n. u. n. u.
UV-Licht

SGU: Sulfaguanidin; SDZ: Sulfadiazin; SPY: Sulfapyridazin; STZ: Sulfathiazol; SMR: Sulfamerazin; SMZ: Sulfamethazin; SMPD:
Sulfamethoxypyridazin; SCY: Sulfachloropyridazin; SMX: Sulfamethoxazol; SDM: Sulfadimethoxin; SAD: Sulfanilamid; n. u.: nicht untersucht;
grin: positiv zu bewerten, rot: negativ zu bewerten; gelb: Bewertung nicht eindeutig

Aus den umfangreichen experimentellen Untersuchungen dieses Projektverbundes ist einerseits
abzuleiten, dass es ,das” umweltfreundliche Sulfonamid fiir alle veterindrmedizinischen Anwendun-
gen nicht gibt und wahrscheinlich auch in Zukunft nicht geben wird. Allerdings lassen Ergebnisse aus
den Teilprojekten z. T. deutliche Unterschiede der einzelnen Sulfonamide im Umweltverhalten erken-
nen. Bezlglich der Arzneimittelformulierung konnen sogar allgemeingiiltige Aussagen nicht nur zu
Sulfonamiden sondern auch fir andere Tierarzneimittel abgeleitet werden.

Beziglich des Grundwassergefiahrdungspotenzials konnten deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Sulfonamiden festgestellt werden. So gelangen Sulfamethazin und auch Sulfamethoxazol
schon nach der ersten Begillung innerhalb von sechs Monaten in das Sickerwasser, wahrend die
Ubrigen Verbindungen — mit Ausnahme von Sulfaguanidin und Sulfathiazol — erst nachgewiesen
werden konnten, als die Messtechnik deutlich empfindlicher wurde. Insofern geht zumindest eine
Grundwassergefdahrdung von den meisten untersuchten Sulfonamiden aus. Diese Ergebnisse sind fir
den derzeitigen Einsatz von Sulfonamiden in der Veterindrmedizin von hoher Relevanz: wahrend
Sulfaguanidin und Sulfathiazol fiir die Veterinarmedizin nur von sehr geringer Bedeutung sind, stellt
Sulfamethazin neben Sulfadiazin das wichtigste Sulfonamid in der Veterindrmedizin dar. Sulfa-
methoxazol ist das wichtigste humanmedizinische Sulfonamid-Praparat. Es wird mittlerweile aber
auch in der Tiermedizin in zunehmendem Umfang zur Behandlung von Mastgeflligel eingesetzt. Die
Langzeitstudie in den Lysimetern zeigte aber auch, dass die Gesamtfrachten der verlagerten Sulfon-
amide gering sind, sie betrugen deutlich weniger als 1 % der ausgebrachten Menge. Auch die finf-
fache Wiederholung des Ausbringens sulfonamidhaltiger Gille hatte keinen quantitativen Effekt auf
die im Sickerwasser bestimmten Sulfonamidkonzentrationen. Es ist daher davon auszugehen, dass
Sulfonamide stark im Boden zuriickgehalten werden, aber dass noch ein enormes Auswaschungs-
potenzial besteht. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass im Boden nur eine
sehr geringe Metabolisierung der Sulfonamide stattfindet und diese lUberwiegend als gebundene
Rickstande vorliegen (Kreuzig et al. 2003; Kreuzig und Holtge 2005; Rosendahl et al. 2011). Mit
vergleichsweise drastischen Extraktionsverfahren gelingt es jedoch, diese Substanzen nahezu quan-
titativ aus dem Boden zu extrahieren (Rosendahl et al. 2011). Insofern stellt die Ausbringung sulfon-
amidhaltiger Giille ein dauerhaftes Kontaminationspotenzial fiir das Grundwasser dar.

Aqguakulturen stellen langfristig eine wichtige Haltungsform fiir die Versorgung der Weltbevolkerung
mit tierischem EiweiR dar, aber auch eine 6kologisch wichtige Alternative zum Fang von Wildfischen.
Aqguakulturen stellen den am schnellsten wachsenden Bereich der Lebensmittelproduktion dar. Wie
bei jeder Form der intensiven Tierhaltung ist aber auch in diesen Systemen der Infektionsdruck hoch
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und der Einsatz von Tierarzneimitteln im Falle von Erkrankungen haufig unumganglich. In Deutsch-
land ist bislang lediglich ein Tierarzneimittel zur Behandlung von Fischbestanden zugelassen. Sulfon-
amide sind fiir einen Einsatz in der Aquakultur prinzipiell geeignet, da sie in Form ihrer Natriumsalze
wasserloslich sind. Zumindest in die obersten Wasserschichten kann Sonnenlicht eindringen und ein
wichtiges Teilprojekt waren daher Untersuchungen des Einflusses von UV-Licht auf die Abbaubarkeit
von Sulfonamiden. Es zeigte sich, dass sich die untersuchten Arzneimittel hinsichtlich ihrer Abbau-
barkeit in zwei Gruppen einteilen lassen: Wahrend Sulfanilamid und Sulfathiazol nahezu vollstindig
transformiert werden, ist bei den Ubrigen Sulfonamiden nur ein mittel- bis geringgradiger Abbau
festzustellen. Um zu demonstrieren, dass es sich tatsdchlich um einen Abbau handelt, wurden
weiterflihrende Untersuchungen zur mikrobiologischen Aktivitdt, zur Zytotoxizitdt und zur Zellpro-
liferation der entstehenden Abbauldsungen durchgefiihrt. Darliber hinaus wurde versucht, mittels
analytischer Verfahren Transformationsprodukte zu isolieren und strukturell zu charakterisieren.
Insbesondere diese sehr aufwédndigen Arbeiten werden auch nach Abschluss des Projektes
weitergefiihrt werden. Hinsichtlich Zytotoxizitdat und Zellproliferation konnten fiir die Photode-
gradationsprodukte keine adversen Effekte nachgewiesen werden. Mittels eines modifizierten mikro-
biologischen Hemmstofftests konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass durch Photooxidation die
antibakterielle Aktivitdt der Sulfonamide entfernt werden kann. Parallel durchgefiihrte Toxizitats-
studien an Leuchtbakterien zeigten jedoch nur fir Sulfadiazin eine photolytisch bedingte Abnahme
der antimikrobiellen Wirkung. Fur Sulfanilamid bewirkte die Photooxidation eine Zunahme der
Wachstums- und Leuchthemmung, wahrend fiir Sulfathiazol entgegengesetzte Ergebnisse erzielt
wurden. Dies bedeutet, dass die antimikrobielle Aktivitdt verschiedener Testlésungen im Zuge der
UV-Bestrahlung sogar zugenommen hat. Welche Transformationsprodukte diesen Effekt verur-
sachen, konnte innerhalb der Projektlaufzeit nicht geklart werden. Dariiber hinaus bleibt
festzuhalten, dass zur Behandlung der Sulfonamidlésungen unterschiedliche UV-Lampen verwendet
wurden.

Insofern kann aus diesem Teilprojekt abgeleitet werden, dass es unter dem Einfluss von UV-Licht
abbaubare Wirkstoffe aus der Substanzklasse der Sulfonamide fir die Aquakultur gibt. Hinsichtlich
der Toxizitat der Abbauprodukte lieferten die durchgefiihrten Untersuchungen allerdings keine ein-
heitlichen Ergebnisse. Daher miissen vor einer veterindrmedizinischen Verwendung der im Abbau-
verhalten glinstig bewerteten Substanzen zunachst weitere standardisierte Toxizitatstests durchge-
flihrt werden, im Idealfall auch mit isolierten chemisch reinen Transformationsprodukten. Von ent-
scheidender Bedeutung fiir den Einsatz in der Praxis sind die therapeutische Wirksamkeit und eine
mogliche Riickstandsbildung in Fischen. Diese Untersuchungen missen dann im Rahmen des
Zulassungsverfahrens als Tierarzneimittel erfolgen.

Nicht nur flr die Resorption eines Arzneimittels im Organismus sondern auch fir einen moglichen
Eintrag eines Wirkstoffes in die Umwelt hat seine Formulierung eine wichtige Bedeutung. Haufig
werden Tierarzneimittel in Pulverform dem Futter beigemischt. Hierbei ist i. d. R. mit hoher Staub-
entwicklung zu rechnen und ein Teil des Arzneimittels kann (iber den Luftweg andere Stallbereiche
kontaminieren, von Landwirten und Tierdrzten inhaliert oder liber die Abluftsysteme des Stalls auch
in die Stallumgebung gelangen (Kietzmann et al. 1995; Hamscher et al. 2003). Daher wurden ver-
gleichende In-vivo-Flitterungsstudien zum Einfluss der Tierarzneimittelapplikation (iber Mehlfutter
und pelletiertes Futter durchgefiihrt. Da es hier um eine prinzipielle Fragestellung ging, wurde als
Wirkstoff Sulfadiazin ausgewahlt, eines der wichtigsten Sulfonamide fiir die Veterinarmedizin in
Deutschland. Die Ergebnisse dieser praxisnahen Studien zeigen klar, dass die Sulfadiazingehalte in
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Sedimentationsstduben und auch in Aerosolen wahrend der Pelletfltterung deutlich geringer waren
als bei der Mehlfitterung. Diese Befunde fiir Sulfadiazin lassen sich auf alle Sulfonamide und
sicherlich auch auf andere Tierarzneimittelgruppen Ubertragen, da durch die Gabe eines Tierarz-
neimittels in staubarmer pelletierter Form sein Eintrag in die Stallluft und in die Stallumgebung deut-
lich minimiert werden kann. Hierdurch wird unmittelbar die gesundheitliche Belastung von Mensch
und Tier reduziert. Dartber hinaus kann durch die Reduktion von Arzneimittelverschleppungen in
subtherapeutischen Dosen auch die Entstehung von Antibiotikaresistenzen erschwert werden.

In einem weiteren Teilprojekt wurden umfangreiche Untersuchungen zur aeroben und anaeroben
Abbaubarkeit der Sulfonamide mit Standardtests bzw. adaptierten Standardverfahren durchgefihrt.
Tests zur Bestimmung der aeroben Abbaubarkeit mittels Closed Bottle Test (CBT) haben gezeigt, dass
alle untersuchten Sulfonamide als nicht leicht biologisch abbaubar einzustufen sind. Eine substanz-
begleitende Analytik konnte dartiber hinaus keine Hinweise auf einen Priméarabbau liefern. Auch der
manometrische Respirationstest, in dem im Vergleich zum CBT eine hohere Konzentration an
Testsubstanz sowie eine hohere Inokulumsdichte eingesetzt werden, erlaubte die Einstufung aller
untersuchten Sulfonamide als nicht leicht biologisch abbaubar.

Untersuchungen zum anaeroben Abbau wurden zundchst mit Faulschlamm und dann mit einem
Biogassubstrat durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass finf Sulfonamide (Sulfaguanidin, Sulfathiazol,
Sulfamethoxypyridazin, Sulfachloropyridazin und Sulfadimethoxin) eine toxische Wirkung auf die
Mikroorganismen des Faulschlamms hatten, wahrend das Biogassubstrat nicht negativ beeinflusst
wurde. Wahrend im Faulschlamm kein Sulfonamid zu mehr als 25 % abgebaut werden konnte,
konnte im Biogassubstrat fiir Sulfamethoxazol ein Abbau bis zu 35 % ermittelt werden. Die Primar-
elimination lag fiir Sulfamethoxazol mit 84 % deutlich héher und mittels analytischer Methoden
konnten sechs polarere Transformationsprodukte detektiert werden. Eine hohe Primarelimination
fiir Sulfamethoxazol konnte auch in den gealterten Giilleproben sowie in friiheren Untersuchungen
festgestellt werden. Fir Sulfamerazin wurde eine Primarelimination von 44 % analysiert und flr
Sulfadimethoxin, das zu 35 % eliminiert wurde, wird eine mikrobielle Transformation angenommen.
Diese Untersuchungen zeigen, dass die anerobe Fermentation, wie sie z. B. in Biogasanlagen groR-
technisch eingesetzt wird, moglicherweise zu einem Abbau einzelner Sulfonamide beitragen kann.
Insofern werden Voruntersuchungen bestatigt, allerdings unterscheiden sich die substanzspezi-
fischen Abbau- bzw. Eliminationsraten. Moglicherweise spielt hierbei auch die Zusammensetzung des
Biogassubstrates eine entscheidende Rolle, da die hierin vorhandenen Bakterienpopulationen bislang
nicht standardisiert werden kénnen. Als eine vorlaufige Schlussfolgerung kénnte aus diesen und den
zurlickliegenden Untersuchungen festgehalten werden, dass Sulfadiazin, Sulfamerazin, Sulfa-
methoxazol und Sulfadimethoxin moglicherweise durch anerobe Fermentation deutlich reduziert
werden konnen. Diese ware von unmittelbarer Bedeutung fiir die landwirtschaftliche Praxis. So
konnte durch die Vorbehandlung sulfonamidhaltiger Gillen in Biogasanlagen der Wirkstoffgehalt
reduziert werden und die als Diinger verwendeten Fermentationsriickstande wiirden eine verrin-
gerte Arzneimittelfracht in die Boden einbringen.
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8.3 Rundfunk

Der Deutschlandfunk berichtete in einem Feature zur nachhaltigen Pharmazie Gber das Projekt.
Projektbezogene Interviews wurden mit Herrn Hamscher, Herrn Kietzmann und Herrn Kimmerer
aufgezeichnet. Link: http://www.dradio.de/dIf/sendungen/forschak/2259359/ (letzter Aufruf am
28.10.2013).
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