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1. Zusammenfassung

Berichte Uber Arzneimittelfunde in Abwassern kommunaer Kléaranlagen, Oberflachenge-
waéssern und Grundwéssern waren 1998 Anlass, im Labor des Staatlichen Umweltamtes
Aachen Methoden fir die Bestimmung von Arzneimitteln und deren Rickstdnden zu
entwickeln Lit.-Liste? Die ausgearbeiteten Analysenmethoden wurden im Zuge mehrerer
Messprogramme an Realproben erprobt und entsprechend der gesammelten Erfahrungen
weiterentwickelt.

Folgende Ergebnisse liegen vor:

& Eswurden zwel Analysenmethoden zur Bestimmung neutraler und saurer Pharmaka aus
Grund-, Oberflachen und Abwasserproben entwickelt und eingearbeitet.

& Proben von Klaranlagenablaufen, Gewassern und Rohwassern wurden auf Pharmaka
untersucht.

& Invieen Proben wurden Arzneimittel bzw. Metabolite qualitativ und quantitativ nachge-
-wiesen. Aktuelle Ergebnisse sind als Anlagen beigefigt.

& ¢Es wird versucht die Bestimmungsgrenzen fur die neutralen Arzneimittel weiter
abzusenken.

& Eswird weiterer Untersuchungsbedarf gesehen.

& eDas Ifd. Kléranlagenmessprogramm wird fortgefihrt um statistische Auswertungen zu

ermoglichen.

& Die Anaysenmethoden werden durch Tellnahme am BLAC-Ringversuch erprobt.

2. Literaturstudien

Die Literaturrecherche erfolgte gezielt im Hinblick auf die analytische Bestimmung von
Arzneimitteln/Arzneimittel ricksténden in Oberflachen, Trink-, Grund- und Abwasser mittels
GC und GC-MS.

Ergebnis der Literaturrecherche war, dass die Extraktion der Arzneimittel mittels
Festphasenanreicherung die hochsten Wiederfindungsraten bel  Wasserproben  ergab.
Basierend auf der Literaturstelle von F.Sacher, E.Lochow, D.Bethmann und H.J.Brauch
»Vvorkommen von Arzneimittelwirkstoffen in Oberflachengewéssern®, Zeitschrift Vom



Wasser, 90, 233-243 (1998) <1it.1.1? wurde je eine Anaysenmethode fur
Einzelwirkstoffe erarbeitet:
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3. Analysenmethode
3.1 Probenahme und Probenvor bereitung

Fur die Probenahme werden mit Aceton und dest. Wasser gespllte Glasgerétschaften
verwendet. Fir eine Doppelbestimmung werden jeweils 4 x 1 | Wasserprobe in Braunglas-
Steilbrustflaschen blasenfrei abgefiillt. Die Proben werden gekihlt ins Labor transportiert.

3.2 Wiederfindungsraten
Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten wurde Leitungswasser mit je 0,5 und 1,0 pg/l der
einzelnen Wirkstoffe aufgestockt und nach der im folgenden beschriebenen Methode
analysiert.
Zu Beginn der Untersuchungen wurde versucht saure und neutrale Arzneimitte gemeinsam
bei pH 3 anzureichern. Hierbel wurde festgestellt, dass:

a) diesauren Arzneimittel zufriedenstellende Wiederfindungsraten aufwiesen.

b.) die neutralen Wirkstoffe, insbesondere Phenazon und Phenazetin deutlich

geringere und weniger reproduzierbare Wiederfindungsraten ergaben.

Deshalb wurde in Folge die getrennte Anreicherung der Wirkstoffgruppen durchgefihrt.
Tabellel pH-Wert-Abhéngigkeit der Wiederfindungsraten neutrale Arzneimittel

Wirkstoff Wiederfindung in % pH 3| Wiederfindung in % pH 7
Phenacetin 10- 40 60 - 65
Phenazon 10-35 41 - 47
Carbamazepin 70- 92 95- 100
Fenofibrat 75 - 88 88- 95
Pentoxyfillin 67 -85 85-92

Zur Bestimmung der sauren Arzneimittel werden die Wasserproben mit 16 molarer Ameisent
saure auf den pH-Wert 3 eingestellt. Danach werden 10 pl ener 2,3-Dichlorphenoxy-
essigsaure- Stammlésung in i-Propanol (c = 0,1 mg/ml) als interner Standard zugesetzt.

Die Wasserproben aus denen die neutralen Pharmaka bestimmt werden sollen werden mit
10 pl einer Methyl-Pentadecanoat- Stammlosung in +Propanol (¢ = 0,1 mg/ml) as interner
Standard aufdotiert.

3.2 Festphasenanreicherung

Getrubte Proben werden vor der Anreicherung dber Membranfilter (Cellulose Acetat, 0,45
pum) filtriert.



Die Anreicherung der o.g. Pharmawirkstoffe erfolgt auf RP-C18-Fertigsaulen der Fa. Baker.
Das Fullvolumen betrggt 1000 mg. Die Saulen werden mit 4 ml iso-Propanol und
anschliefRend mit 4 ml dest. Wasser konditioniert. Ein Trockenfallen der Sdulen muss wegen
der Bildung von Fliefkandlen vermieden werden! Anschlief3end wird 1 | Wasserprobe mit
einem Fluss von 5 mi/min Uber die Sdulen gesaugt. Hierfur wird ein leichtes Vakuum an die
Anreicherungseinheit angelegt.

Nach erfolgter Anreicherung werden die Saulen bei -18 °C tiefgefroren und danach
mindestens 2h gefriergetrocknet. Die Trocknung kann auch mit Stickstoff efolgen. Die
Fertigsaulen werden bis zur Elution im Exsikator aufbewahrt.

Die angereicherten Arzneimittel werden durch portionsweise Zugabe von 5 ml iso-Propanol
eluiert. Der Isopropanolextrakt wird mittels Rotationsverdampfer auf 0,1 (neutrale
Arzneimittel) , bzw. 1 ml (saure Arzneimittel) eingeengt. In Ermangelung von auf 0,1 ml
kalibrierten Spitzglasern wird der Extrakt bis fast zur Trockene eingeengt und mittels 100 pl-
Spritze aufgenommen (70 — 80 pl). Die teilgefullte Spritze wird anschlief3end mit 1sopropanol
bis zur 100 pl-Marke aufgezogen . Die 100 pl werden in mit Mikroeinsétzen versehenen
Autosamplerflaschchen Gberfihrt.

3.3 Derivatisierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH)
TMSH wird in der Literatur as gutes Methylierungsmittel zur gaschromatographischen

Erfassung von Carbonsduren in kleinsten Mengen beschrieben. Die Derivatisierungs-
reaktion lauft entsprechend folgender Reaktionsgleichung ab:
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Eine Entfernung des Reagenzienlberschusses wird It. Lit. nicht fir erforderlich gehalten da
im Injektor des Gaschromatographen ab 250 °C nur eine Pyrolyse des TMSH zu leicht
fluchtigem Methanol und Disulfid erfolge 1.it.1.9?
Zur GC-MS-Bestimmung der sauren Arzneimittelwirkstoffe wird jeweils ein Extraktaliquot
mit 30 yl einer 0,2 M methanolischen TMSH-Ldsung versetzt. Die Autosamplerflaschchen
werden nach Zugabe des Derivatisierungsreagenzes leicht geschittelt. Die Einspritzung in das
GC-MS-Gerét sollte bis spatestens 24 h nach TMSH-Zugabe erfolgen. Ein Vorteil der TMSH-
Derivatisierung ist, dass die Derivatisierungsreaktion im heissen Injektor (275 °C) erfolgt.
Im Zuge der durchgefihrten Untersuchungen wurde jedoch festgestellt:

a) dass die Nachwesempfindlichkeit der neutralen Arzneimittel nach grof3eren

Analysenserien der sauren Arzneimittel gravierend schlechter wurde.



b.) dass gleichzeitig bei der Bestimmung der neutralen Verbindungen eine deutliche
Verschlechterung der Trennleistung beobachtet wurde, die sich in Peakverbreiterung
und —tailing aulierte.

Vermutlich verbleilben nach der Einspritzung der mit TMSH-versetzten Extrakte noch
TMSH-Reste im Injektorinsert bzw. auf der Saule, die zu einer zumindest teilweisen
Zersetzung der neutralen Arzneimittel und einer Veranderung der Trennséule fuhren.

Zur Problemldsung wurde dazu Ubergegangen die Bestimmung der beiden Wirkstoffgruppen
auf zwel unterschiedlichen Saulen durchzufthren.

Der Saulenwechsel kann neuerdings ohne zeitaufwendiges Herunterfahren der lonenfalle
durchgefuhrt werden und dauert ca. 30 min.. Hierbei wird nach Ldsen der Analysensaule von
der Transferline ein Blindstopfen eingeschraubt, sodass das Vakuum in der Falle erhalten
bleibt. Der Sdulenwechsel wird auch fir den routinemaldig erforderlichen  Wechsel von
Injektorinsert und Septum genutzt.

3. Gerate-Bedingungen
Gaschromatograph: Varian 3400 Cx
Injektor: Varian 1078 Split/Splitlos-1njektor
Injektor-Insert: Glasinsert offen, desaktiviert, 3,4 mm ID
I njektor-Temperatur: 275 °C
Kapillartrennsaulen :
Neutrale Arzneimittel: DB 5 MS, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um FD (Fa. J&W)
Saure Arzneimittel: Optima ?3, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um FD (Fa. Macherey
& Nagel)
Temperaturprogramm: 70 °C, 1 min
70 - 280 °C, 15 °C/min
280 - 300 °C, 5 °C/min
300 °C, 10 min
Autosampler: Varian 8200 Cy
Injektionsvolumen: 2 pl
Injektionsrate: 5 pl/sek.
Massenspektrometer: Varian Saturn 3 mit MS-MS-Option

4. Spektrenbibliothek und Ergebnisse M S

Fur die massenspektrometrische Identifizierung der Arzneimittelwirkstoffe und Metabolite
wurden fir die neutralen und sauren Verbindungen je eine Massenspektrenbibliothek
angelegt. Einige Musterspektren sind als Anlage beigefugt. Die Retentionsfolgen der
verschiedenen Wirkstoffe sind zwe beiliegenden Kapillargaschromatogrammen zu
entnehmen.



Eine Steigerung der Nachweisempfindlichkeit konnte mittels Einsatz der MS-MS erreicht
werden. Hier wurde im sog. SIM-Modus  gearbeitet. Je nach Substanz kénnen
Bestimmungsgrenzen von 0,01 bis 0,1 pg/l erreicht werden.

Tabelle 2 — GC-M S-Bedingungen neutrale Arzneimittel

Wirkstoff Ret.Zeit (min.) | lonfur SIM
Phenacetin 23.71 179
Phenazon 28.08 188
Carbamazepin 29.85 193
Fenofibrat 40.06 221
Pentoxyfillin 40.53 121
M ethyl pentadecanoat (Int.St.) 26.11 143

Tabelle 3— GC-M S-Bedingungen saure Arzneimittel

Wirkstoff Ret.Zeit (min.) | lonfur SIM
Clofibrinséure 19.48 128
Ibuprofen 20.36 161
Gemfibrozil 27.63 143
Fenoprofen 29.79 197
Naproxen 32.41 244
Ketoprofen 34.84 193
Indomecatin 35.15 188
Tolfenaminséure 35.43 208
Diclofenac 36.21 214
M eclof enaminséure 37.85 243
2,3-Dichlorphenoxyessigsaure (Int.St.) 24.78 199

5. Bearbeitung von Realproben

Im Rahmen verschiedener Messprogramme wurden Kléaranlagenablaufe, Rohwésser und
Fliel3gewasserproben untersucht. Die untersuchten kommunalen Kléaranlagen sind den
GrofRenklassen 11 bis V zuzuordnen. Es handelt sich Uberwiegend um mechanisch-biologische
Kléranlagen mit Filtrationsstufe. Eine Kléranlage arbeitet mittels Membrantechnologie. Um
den Einfluss von arzneimittelrelevanten Indirekteinleitern zu Uberprifen, wurden
Klaranlagen mit und ohne angeschlossene Krankenhauser und Kurkliniken untersucht.

Die untersuchten Rohwasser stammen von verschiedenen Wasserwerken, die Talsperrent und
oberflachennah anstehendes Grundwasser aufbereiten.



6. Unter suchungser gebnisse Klaranlagen

Die bisher funfmalige Untersuchung von 11 Klaranlagen zeigte, dass in den Abléufen von fast
alen Klranlagen 6-7 Einzelwirkstoffe oberhalb der jeweiligen Bestimmungsgrenzen
nachgewiesen wurden. Die hochsten Messwerte wurden fir das Schmerzmittel und
Antiepileptikum Carbamazepin (3,1 pg/l) und fir das Rheumamittel Diclofenac (1,1 pg/l)
gefunden. In drei Kléranlagenablaufen wurden im Vergleich zu den Ubrigen
Probenahmestellen deutlich erhohte Naproxengehate (0,16 — 2,3 ug/l) festgestellt. Der
Einfluss von arzneimittelrelevanten Indirekteinleitern ist bei Klaranlagen mit niedrigen
Einwohnergleichwerten erkennbar , wahrend bel grofReren Klaranlagen dsbzgl. derzeit keine
eindeutige Aussage maoglich ist.

Das Ifd. Kldranlagenmessprogramm wird weiter fortgeflihrt um statistische Auswertungen zu

ermoglichen.

In den 15 untersuchten Rohwasserproben wurden keine Arzneimittel in Konzentrationen
oberhalb der jeweiligen Bestimmungsgrenzen nachgewiesen.

Bel zukunftigen Untersuchungen wird der Steigerung der Nachweisempfindlichkeit bei den
neutralen Arzneimittelwirkstoffen Phenacetin, Phenazon und Pentoxyfillin eine hohe
Bedeutung beigemessen.
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