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Abstract

Antibiotika werden weltweit in verschiedenen Gewassern
gefunden, so dass in den letzten Jahren die Erforschung ver-
schiedener Verfahren zur Beseitigung dieser Mikroschad-
stoffe intensiviert wurde. Im Fokus steht unter anderem die
Verwendung von UV-Bestrahlung, die zu den Advanced
Oxidation Processes gehort. Durch Anwendung dieser
Verfahren kdnnen auch Produkte entstehen, die noch 6kotoxi-

kologisch geféhrlicher als ihre Ausgangssubstanz sind. Um die
Giftigkeit dieser Substanzen abschatzen zu kdnnen gibt es
Methoden, die in diesem Artikel néher betrachtet werden. Als
Beispiel fur diese Analysen werden das Fluorchinolon Cipro-
floxacin und dessen photoinduzierte Abbau- bzw. Transfor-
mationsprodukte ausgewahlt, die weltweit eine Gefahr fur die
aquatische Umwelt darstellen kdnnen.

Einleitung

Weltweit werden eine groRe Anzahl anthropogener Mikro-
schadstoffe, wie zum Beispiel Pharmazeutika, Pflanzen-
schutzmittel oder Korperpflegeprodukte, in verschiedenen
Gewassern nachgewiesen (Balakrishna et al., 2017; Yang et
al., 2017; Voigt und Jaeger, 2021). Haupteintragswege sind
Klaranlagen, die mit den herkémmlichen drei Reinigungs-
stufen, der mechanischen, biologischen und chemischen,
ausgestattet sind. Diese Verfahren reichen nicht aus, um
Mikroschadstoffe vollstandig aus dem Abwasser zu elimi-
nieren. Somit gelangen diese Mikroschadstoffe ungehindert in
die aquatische Umwelt und stellen eine potentielle Gefahr fur
die dort befindlichen Pflanzen und Tiere dar. Mittels hochauf-
I6sender Massenspektrometrie, wie Q-TOF-MS oder Orbitrap-

MS, konnten Konzentrationen ohne vorherige Aufarbeitung der
Probe bis in den Nanogrammbereich in W&ssern nach-
gewiesen werden. Die EU hat deswegen neben der Wasser-
rahmenrichtlinie auch eine Watchlist eingefuhrt, auf der be-
sonders Substanzen stehen, fir die unzureichende Analyse-
daten vorhanden sind. Auch das Antibiotikum Ciprofloxacin
steht im Fokus der zweiten EU Watchlist (Decision 2018/840,
2018). Ciprofloxacin wird in Konzentrationen von ca. 15 bis 325
ng-L? in Oberflachengewéassern und Grundwasser gefunden.
Auch im Trinkwasser konnte dieses Antibiotikum mit Konzen-
trationen zwischen 10 und 35 ng-L* nachgewiesen werden
(Voigt et al., 2020).

Beseitigung von Mikroschadstoffen mittels Advanced Oxidation Processes

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Verfahren zur
Beseitigung von Mikroschadstoffen erforscht. Es existieren bio-
logische, physikalische und chemische erweiterte Reinigungs-
verfahren (Voigt et al., 2020). Zu den chemischen Reinigungs-
verfahren z&hlen sogenannte Advanced Oxidation Processes.
Bei diesen Prozessen werden z. B. OH-Radikale generiert, die
als starke Oxidationsmittel die Mikroschadstoffe zerstéren. Zu

den Prozessen zahlen zum Beispiel die Ozonung, die UV
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In Abbildung 1 sind die MS-Peak-Area gegen Bestrahlungszeit
als Reprasentationen der Konzentrations-Zeitkurven von
Ciprofloxacin und seiner vier am haufigsten entstandenen
Abbau- bzw. Transformationsprodukte dargestellt. Der Abbau
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Bestrahlung mit verschiedenen Photokatalysatoren und die
Sonolyse (Voigt et al., 2020).

All diese Verfahren kénnen nach Reaktion 1. oder pseudo-
1. Ordnung beschrieben werden. Dabei entstehen aus einer
Substanz A verschiedene Abbau- oder Transformations-
produkte (B, C, ...), siehe Gleichung 1. Dieser Ansatz
beschreibt nur die sukzessive Bildung von Transformations-
produkten, nicht ihr paralleles Entstehen.

Gl. 1
der Zeit t mit der Geschwindigkeitskonstante ki wie in
Gleichung 2 beschrieben, ab.

Gl. 2
mit den Geschwindigkeitskonstanten ki, k2 und ks beschrieben
werden, siehe Gleichungen 3 und 4 (Mauser, 1974).

GlL. 3

Gl. 4

erfolgte mit Hilfe einer Niederdruck UVC-Lampe mit einem
Photonenfluss von 2.03 mmol'min~"-L™" und emittierten
Strahlungswellenl&ngen von 185, 254, 313, 365, 405, 437, 547,
578, und 580 nm.
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Abbildung 1: Konzentrations (MS-Peak-Area)-Zeit-Kurven von Ciprofloxacin (blau), Cip330 (lila), Cip288 (rot), Cip348 (gelb),
Cip304 (griin); aufgenommen mittels HPLC-ESI-Q-TOF-MS (Agilent 1200er Series und Agilent 6530)

Ciprofloxacin war nach 15 min UVC-Bestrahlung nicht mehr
nachweisbar; allerdings waren zu diesem Zeitpunkt noch die
Abbau- bzw. Transformationsprodukte erkennbar. Hier musste

die UVC-Bestrahlung mindestens 30 min erfolgen, um auch
diese Folgeprodukte zu eliminieren. Die dazu ermittelten

Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 1 dargestelit.

Tabelle 1: Geschwindigkeitskonstanten der photoinduzierten Degradation von Ciprofloxacin

und die entstandenen Abbau- bzw. Transformationsprodukte

Substanz ki /mint k2 /min-t
Ciprofloxacin 0.42

Cip288 0.10 0.69
Cip304 0.11 0.57
Cip330 0.17 0.69
Cip348 0.09 0.34

Alle entstandenen Produkte konnten als Folgeprodukte be-
schrieben werden. Die zu den Konzentrations-Zeit Kurven
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beschriebenen Produkte sind mit ihren vorgeschlagenen

Strukturformeln in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Vorgeschlagene Abbau- bzw. Transformationsprodukte des photoinduzierten Abbaus von Ciprofloxacin
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Durch diese Verfahren kénnen aber auch Produkte entstehen,
die toxischer wirken als ihre Ursprungssubstanz (Vasconcelos
et al., 2009; Fatta-Kassinos, Vasquez und Kimmerer, 2011).
Dadurch, dass die Synthese dieser Produkte sehr aufwendig

und kostspielig ist und diese Produkte auch nicht als Referenz-
Standards bestellbar sind, mussen Verfahren zur Beurteilung
der Okotoxizitat angewendet werden, die nachfolgend vor-
gestellt werden.

Experimentelle Bestimmung des 6kotoxikologischen Potentials bei photoinduzierter Degradation mittels MHK

Zuné&chst wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) nach
1ISO 20776-1:2007 (EUCAST 2007) bestimmt. Der MHK ist die
geringste Konzentration einer Substanz, die das Wachstum in
vitro eines Mikroorganismus unterbindet. Demgegeniiber
beschreibt der Lowest Observed Effect Level (LOEL) die

Tabelle 2: MHK-Werte von Ciprofloxacin

niedrigste Konzentration, die eine statistisch messbare
Wirkung auf den jeweiligen Organismus erzielt. Eine Ubersicht
Uber die MHK-Werte von Ciprofloxacin aus der Literatur ist in
Tabelle 2 dargestellt.

Bacillus Escherichi Pseudomonas Pseudomonas  Staphylococcus
subtilis acoli aeruginosa fluorescens aureus Literatur
/ug-mL-t /ug-mLt /ug-mL-1 /ug-mL-t /ug-mL-t
<0.10 <0.10 (Voigt et al., 2019)
(Foroumadi et al.,
0.02 0.13 1.00 0.50 2003, 2005)
(Goyal and Jain,
0.12 0.01 0.25 0.15 2013; Jain et al.,
2016)
0.02 0.25 0.12 - 0.50 (Andrews, 2001)
0.12-0.24 7.68 (Sturini et al., 2012)
(EUCAST -
European
0.12 0.50 Committee on
Antimicrobial

Susceptibility
Testing, 2017)

Sowohl gegen grampositive Mikroorganismen, wie zum
Beispiel Bacillus subtilis, als auch gegen gramnegative Mikro-
organismen, wie zum Beispiel Pseudomonas fluorescens, ist
Ciprofloxacin wirksam.

Die ermittelten MHK-Werte kénnen nun als Basis fur die
Berechnung der gegen den jeweiligen Mikroorganismus wirk-

same Zeit taw der Substanz eines Abbaus verwendet werden,
siehe Gleichung 5.

MHK
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Die nun daraus resultierenden Aktivitatszeiten sind in Tabelle
3 dargestellt.

Tabelle 3: Wirksame Zeit tak: von Ciprofloxacin gegen verschiedene Mikroorganismen; [tak]=min*

Bacillus E C . Pseudomonas Pseudomonas Staphylococcus
P, scherichia coli .
subtilis aeruginosa fluorescens aureus
<12.6 <12.6
16.4 12.0 7.1 8.8
12.2 18.1 10.4 11.6
16.4 10.4 8.8-12.2
10.5-12.2 23
12.2 8.8

Innerhalb von 20 min UVC-Bestrahlung war keine Wirksamkeit
von Ciprofloxacin gegen die untersuchten Mikroorganismen
vorhanden. Eine weitere Moglichkeit um eine Abschatzung der
Okotoxizitat vorzunehmen ist der Vergleich der MHK-Werte bei
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unterschiedlichen Bestrahlungszeiten. Steigt der Wert an, so
ist eine niedrigere Toxizitdt entstanden bzw. die gebildeten
Produkte weisen eine niedrigere Okotoxizitat auf. Die Ergeb-
nisse hierzu sind fiir Ciprofloxacin in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: MHK-Werte in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit
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Mikroorganismus

MHK /mg L bei Bestrahlungszeit X:

0 min 1 min 2.5 min 3.5 min 5 min 7 min
Ps. fluorescens 0.16 0.16 0.64 0.64 >0.64 > 0.64
B. subtilis 0.08 0.16 0.64 0.64 > 0.64 > 0.64

Auch hier konnte nach 5 min UVC-Bestrahlung die Wirksam-
keit gegen Pseudomonas fluorescens und Bacillus subtilis
deutlich verringert werden. Alternativ zu den MHK-Werten kann

auch der ICso-Wert verwendet werden (Niu, Glady-Croué und
Croué, 2017; Hain, Wammer and Blaney, 2018; Voigt et al.,
2019).

Vorhersage des 6kotoxikologischen Potentials mittels QSAR-Analyse

Mittels QSAR-Analyse wurde eine erste Abschéatzung der
Okotoxizitat der einzelnen gebildeten Produkte erhalten.Hierzu
wurde aus bekannten Strukturen die Okotoxizitat bestimmt und
daraus Modelle erstellt, um eine Okotoxizitatsvorhersage fiir
unbekannte Substanzen zu erméglichen.

Fir die in Abbildung 2 erhaltenen Substanzen wurde diese
QSAR-Analyse fur verschiedene Organismen mit der Software
OECD QSAR Toolbox durchgefiihrt. Die Resultate sind in
Tabelle 5 dargestellt. Bewertet wurden die Gesamtstrukturen
beziiglich der Endpunkte, wobei die Untereinheit oder funk-
tionelle Gruppe angegeben ist, auf die die Toxizitat hauptsach-
lich zurtickgefuihrt wurde.

Tabelle 5: QSAR-Analyse von Ciprofloxacin und der photoinduzierten Abbau- bzw. Transformationsprodukte

Cipro- . . . .
. Cip330 Cip288 Cip304 Cip348

QSAR floxacin 1 1 1 1

/mg L /mg L /mg L /mg L /mg L
igi‘He’;“D 48 h LC50 Mortality Aliphatic 1.24E4+03  3.18E+03 4.09E+03 542E+03  2.54E+03
EQE:':‘S'D 48 h LC50 Mortality Vinyl/Allyl 1.40E+05  5.68E+05 1.18E+06 1.30E+06  3.96E+05
DAPHNID ChV Aliphatic Amines 81.2 193 289 313 158
DAPHNID ChV Vinyl/Allyl Ketones 1.40E+04  4.92E+04 9.35E+04 1.02E+05  3.58E+04
E':tgrgi\s’v) 96 h LC50 Mortality Vinyl/Allyl 1.28E+07 9.00E+07 2.63E+08 2.95E+08  5.34E+07
Fish (SW) ChV Vinyl/Allyl Ketones 4.49E+05 1.71E+06 3.41E+06 3.75E+06 1.21E+06
FISH 96 h LC50 Mortality Aliphatic Amines 1.31E+04 3.65E+04 6.01E+04 6.53E+04  2.84E+04
FISH 96 h LC50 Mortality Vinyl/Allyl Ketones  1.13E+05 3.71E+05 6.77E+05  7.40E+05  2.75E+05
FISH ChV Aliphatic Amines 1556403  549E+03 1.05E+04 1.15E+04  3.98E+03
FISH ChV Vinyl/Allyl Ketones 791E+04  3.46E+05 7.55E+05 8.33E+05  2.36E+05
GREEN ALGAE 96 h EC50 Aliphatic Amines  1.62E+03  4.87E+03 8.40E+03 9.16E+03  3.71E+03
GREEN ALGAE 96 h EC50 Growth 5.55E+04 1.97E+05 3.76E+05 4.12E+05  1.43E+05
Vinyl/Allyl Ketones
GREEN ALGAE ChV Aliphatic Amines 455 1.29E+03 2.15E+03 2.34E+03 999
GREEN ALGAE ChV Vinyl/Allyl Ketones 768E+403  2.04E+04 3.27E+04 3.55E404  1.61E+04
'&"gtgr']'zs(sw) 96 h LC50 Mortality VinyVAllYl 5 eor 05 1.54E+406 3.96E+06 4.40E+06  9.71E+05
MYSID (SW) ChV Vinyl/Allyl Ketones 8.68E+04  6.75E+05 2.10E+06 2.35E+06  3.89E+05

Alle Produkte, die durch UV-Bestrahlung von Ciprofloxacin
entstanden sind, weisen héhere Werte auf als Ciprofloxacin.
Das bedeutet, dass die Wirkung der Produkte gegen die
Organismen nachlie® und somit die Wahrscheinlichkeit einer
Umweltgefahrdung abnahm. Allerdings muss hierbei berick-
sichtigt werden, dass die Datenlage in den Datenbanken un-
zureichend fir eine verldssliche Aussage ist. Diese Analyse
kann aber erste Hinweise geben, ob ein entstandenes Produkt
toxischer oder weniger toxisch wirkt.
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Schlussfolgerungen

Die UV-Bestrahlung eignet sich fur die Eliminierung von Sub-
stanzen in Gewassern. Wie hier am Beispiel von Ciprofloxacin
gezeigt wurde, nimmt nicht nur die Konzentration der Substanz
durch UV-Bestrahlung ab, sondern auch ihre Okotoxizitét. Als
Modell fiir die Abschéatzung der Okotoxizitat lassen sich MHK-
Werte gegen kompartimentrelevante Bakterien heranziehen.
Die Werte korrelieren mit Bestrahlungshalbwertzeiten, sodass
sich UV-Expositionszeiten fiur eine Abwasserbehandlung
abschatzen lassen. AuRerdem lasst sich die Okotoxizitéat von

Mitt Umweltchem Okotox



Originalbeitrage

Substanzen und ihren Transformationsprodukten bei bekann-
ter chemischer Struktur schnell und einfach mittels QSAR
abschéatzen. Dies erfordert jedoch eine umfangreichere Daten-
lage.
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