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Zusammenfassung

Im Zeitraum Mai 2022 — Februar 2024 wurden abiotische Abbaureaktionen der potentiell gegen Covid-
19 verwendbaren Pharmazeutika Adamantanamin, Ambrisentan, Apixaban, Azelastin, Imipramin,
Molnupiravir, Nirmatrelvir, Remdesivir, Ritonavir und Rivaroxaban und deren Konzentration im Zu-
und Ablauf und im Belebtbecken von fiinf niedersdchsischen Kldranlagen und im Oberflichengewasser
der Wietze und Zufliissen untersucht. Die Analytik erfolgte iber LC-MS/MS, wobei fiir alle zehn
Analyten auch isotopenmarkierte Verbindungen als interne Standards verwendet wurden.

Generell ist die Photolyse und die abiotische Hydrolyse am pH=7 in Umweltproben fiir alle untersuchten
Verbindungen ein langsamer Abbauweg mit Halbwertszeiten im Bereich von Wochen bis Jahren.

Die Verbindungen Azelastin, Imipramin, Molnupiravir, Remdesivir und Ritonavir sollten jedoch im
Bereich typischer Aufenthaltszeiten im Belebtschlammwasser einer Kldranlage eliminiert werden. Ein
Eintrag dieser Verbindungen in den Vorfluter ist demnach als gering anzusehen. Fiir Apixaban wurden
die hochsten Konzentrationen im Bereich um 1000 ng/L im Zulauf der Klaranlagen gefunden. Im Zulauf
(Ablauf) wurde Adamantanamin in 90 (95) %, Apixaban in 100 (100) %, Azelastin in 33 (5) %,
Nirmatrelvir in 62 (61) %, Ritonavir in 52 (9) % und Rivaroxaban in 100 (100) % der Proben oberhalb
der Bestimmungsgrenze gefunden. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen aus einer vorherigen
Studie wurden Adamantanamin, Apixaban und Rivaroxaban mit maximalen Konzentrationen im
Bereich von 50 — 100 ng/L in den Oberflaichengewidsserproben der Wietze und der Hengstbeeke
gefunden.



B
LEUPHANA

UNIVERSITAT LUNEBURG

1 Einleitung

Auf dem weltweiten Hohepunkt der Corona-Epidemie in den Jahren 2020 — 2022 wurde
intensiv der Einsatz von Medikamenten gegen die Coronavirusinfektion Covid-19
(Coronavirus-Desease, erstmals 2019 aufgetreten [1]) erforscht und diskutiert. Dabei wurden
(und werden) zum Teil schon verwendete und damit als Medikamente zugelassene sowie auch

vollig neue, bisher noch nicht auf dem Markt vorhandene Verbindungen untersucht [1].

Unabhingig dieses aktuellen Anwendungsgebietes sind viele gegen Covid-19 angedachte
Medikamente (eine Ausnahme ist z.B. das schon Ende der 1950er Jahre zugelassene
Antidepressivum Imipramin) neue, strukturell komplizierte chemische Verbindungen mit z.B.
hochst anspruchsvoller Stereochemie. Dies zeigt sich auch in aktuellen Daten zur Zulassung.
So wurden z.B. Ambrisentan oder Rivaroxaban (siehe auch Tabelle 1) im Jahr 2008 zugelassen,

eine Verbindung wie Remdesivir in der EU erst 2020 [2].

Entsprechend dieser hohen Aktualitidt und den damit verbundenen neuen Verbindungen sind
naturgemall wenig Informationen vorhanden zu den chemischen Eigenschaften und im
Besonderen zum Verhalten und dem Konzentrationsniveau in Umweltmedien. Im Projekt
sollten die Quellen und Senken und die Konzentrationsniveaus in niedersédchsischen Gewissern
typischer, ab 2020 diskutierter potentieller Wirkstoffe gegen Covid-19 untersucht werden. Eine
Zusammenstellung der pharmazeutischen Industrie [1] wurde als Ausgangspunkt gewéhlt, die
Verbindungen wurden, mit Ausnahme von Adamantanamin, Apixaban und Rivaroxaban in
Génze bisher in niedersdchsischen Gewéssern nicht untersucht, und die Auswahl der

Verbindungen sollte dariiber hinaus mit den folgenden Randbedingungen verkniipft sein:
e Referenzsubstanzen sollten in Reinstform kommerziell vorhanden sein.

e Es sollten isotopenmarkierte Standards der zu untersuchenden Verbindungen

kommerziell vorhanden sein.
e Aufgrund der Struktur sollten die gewihlten Verbindungen potentiell in der LC-MS/MS

analysiert werden konnen.

Aufgrund dieser Randbedingungen wurden die in Tabelle 1 zusammengestellten Verbindungen

ausgewdhlt und untersucht.

1.1 Untersuchungen in den Teilprojekten und Ziele im Projekt

Das Projekt kann in Teilprojekte unterteilt werden, die den Abbau und die Konzentration in

wéssrigen Proben umfassen:

e Entwicklung der Analysemethoden in den Labor- und Realproben
e Messung der Quantenausbeuten und daraus Beurteilung der Photolyse durch die

Berechnung der Halbwertszeiten fiir alle vier Jahreszeiten
3
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e Hydrolyse und Angabe der Halbwertszeit am pH=7 bei Raumtemperatur

e Spezielle und detaillierte Untersuchungen zur Hydrolyse im pH-Wert Bereich 2 < pH <
12 und im Temperaturbereich 10 °C < T / °C < 40 °C der 2023 gegen Covid-19
zugelassenen antiviralen Wirkstoffe Molnupiravir, Remdesivir und Ritonavir bzw.
Nirmatrelvir (Paxlovid) [2].

e Der Verlust und (abiotische und mikrobielle) Abbau im Belebtschlammwasser, beladen
mit der originalen Massenkonzentration des Belebtschlamms, aus dem Belebtbecken
einer Klédranlage. Diese Experimente sollen Aufschluss iiber die Persistenz der
untersuchten Verbindungen in einer typisch norddeutschen Klédranlage geben und die
Frage beantworten, ob die Verbindungen potentiell in den Vorfluter und damit in die
Umwelt eingetragen werden.

o Konzentrationen im Zu- und Ablauf in 5 niedersdchsischen Kldranlagen, die im
Folgenden mit A — E bezeichnet werden. Weiterhin wurden zusétzliche Messungen im
Belebtschlammwasser der Kldaranlagen D und E durchgefiihrt.

e Konzentrationen an sieben ausgewidhlten Messstellen im Oberflichengewdsser der
Wietze bzw. in Zufliissen der Wietze.

Verbunden mit den Inhalten und Zielen des Projektes wurden Masterarbeiten [3] und
Bachelorarbeiten [4][5][6][7] an der Leuphana Universitit durchgefiihrt.
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Tabelle 1: : Untersuchte Substanzen. Die z.T. komplexe Stereochemie ist in den Strukturen nicht dargestellt. IS = Nutzung eines isotopenmarkierten internen

Standards

Struktur Name CAS-Nr Summenformel MG / g mol™ Anwendung IS
O Antihistaminikum
. Azelastin 58581-89-8 C22H24CIN3O 381,9 Typ H1-Blocker JA
HHHHH Q/ B allergische Rhinitis
@% r . 177036-94-1 (S)
Ambrisentan 713516-99-5 (RAC) C22H22N204 378,4 Bluthochdruck JA
[
Cg@ I Q Apixaban 503612-47-3 C25H25N504 459,5 Antikoagulanz JA
H\ Imipramin 50-49-7 Ci9H24N2 280,4 Antidepressivum JA
Z;CHS
\?‘:O)\/NH
Vo . .
/O/ A, Rivaroxaban 366789-02-8 Ci19H18CIN30OsS 4359 Antikoagulanz JA
(X
QHO e 1809249-37-3 Virostatikum
3 § ‘ Ebolafieber
\/O NH, o .
= 0 ) \ | Remdesivir C27H35N6OsP 602,6 Marburgfieber JA
é\ﬁc 3 Covid-19
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Fortsetzung Tabelle 1: Untersuchte Substanzen. Die z.T. komplexe Stereochemie ist in den Strukturen nicht dargestellt. IS = Nutzung eines isotopenmarkierten

internen Standards

Name CAS-Nr Summenformel MG / g mol! Verwendung IS?
Molnupiravir : .
p 2349386-89-4 C13H15N:0- 329.3 Vqustatlkum IA
ovid-
(EIDD 2801) Covid-19
Proteaseinhibitor
Ritonavir HIV
. 155213-67-5 C37H4sN6Os5S2 720.,9 JA
axlovi
(Paxlovid) AIDS
Covid-19
Nirmatrelvir o
, (Paxlovid) 2628280-40-8 |  C23H3F3NsOs 499,5 | Proteascinhibitor |,
FoC NHWA\ N“ Covid-19
Y ° o/ w
o} C(CHa)3 o}
1-Aminoadamantan
(Adamantanamin, 768-94-5 CioH1N 1513 | Influenza-A TA
] Parkinson
HoN Amantadin)
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Fortsetzung Tabelle 1: Untersuchte Substanzen. Die z.T. komplexe Stereochemie ist in den Strukturen nicht dargestellt. IS = Nutzung eines isotopenmarkierten

internen Standards

Struktur Name CAS-Nr Summenformel | MG / g mol! Verwendung IS?
HO O\//“ /0 "
o N N4-Hydroxycytidin Hydrolyseprodukt von
\j yOORYEyH 3258-02-4 | CoHi3N3Os 259,2 YETOTySeproquit v JA
(EIDD-1931) Molnupiravir
ol T/\‘” Hydrolyseprodukt
o N " GS-441524 1191237-69-0 | Ci2Hi13N504 291,3 . NEIN
o N\ ’ Remdesivir
N/‘N\ NH,
0 o o N Hydrolyseprodukt
() N GS-704277 1911579-04-8 | CisHi9NecOsP 4423 . NEIN
J\( ™ Remdesivir
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2 Experimentelle Methoden

Die generellen experimentellen Arbeiten, allgemeine Materialien und Methoden sind in
[8][9][10] detailliert dargestellt. Die in diesem Projekt verwendeten und als
Referenzverbindungen vorliegenden Substanzen sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.
Details zur Herkunft, Reinheit und Eigenschaften der Verbindungen und zu den konkreten
Analysemethoden, zu den MRM-Ubergingen, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen,
Kalibrierungen, Wiederfindungen und beispielhafte Chromatogramme kénnen auf Nachfrage

erhalten werden.
2.1 Analytik

Die Analytik erfolgte in allen Féllen iiber eine HPLC-Triplequad-Kopplung (LC-MS/MS).
Verwendet wurde eine LC (Agilent Technologies Series) Typ 1200 mit 6430 Triple Quad
(Agilent Technologies) mit einer HPLC-Sédule Agilent Poroshell 120 SB-C18, 4,6 x 30 mm, 2,7
um Partikelgrofe. Alle Messungen erfolgten im ESI-Positivmodus, Sdulentemperatur 20 °C,
Injektionsvolumen 10 pL und einem Fluss von 400 pL min'. Verwendet wurden
unterschiedliche Gradienten aus Acetonitril und 0,1Vol% Ameisensdure. Die Quantifizierung
erfolgte ausnahmslos iiber externe Kalibrierungen mit internen Standards (die Konzentration
pro Standard betrug dabei in allen Proben ausnahmslos 100 ng/L), die als isotopenmarkierte

Verbindungen fiir alle Analyten vorhanden waren.

In einigen Fallen wurden Summenformeln iiberpriift iiber eine Kopplung einer HPLC (unter
Bedingungen wie beschrieben fiir die LC-MS/MS) mit hochauflésender Massenspektroskopie
(HRMS, Thermo Scientific, Dionex UltiMate UHPLC System mit einer LTQ Orbitrap-XL).

2.2 Auswertesoftware

e Auswertungen wie z.B. Kalibrierdaten zur Analytik erfolgten mit dem Softwarepaket
,»,QQQ Masshunter (Version B.08.00 Build 8.0.598.0) der LC- MSMS von Agilent*.

e (Geschitzte Stoffeigenschaften wurden mit dem Paket ,,ACD/Percepta. Predicted
properties using the implemented classical model. ACD/ Labs Release 2022.2.3 (Build
3577. 7 Jun 2022). Advanced Chemistry Development, Inc., 1994-2021° erhalten

e Tabellenkalkulationen mit “Microsoft Excel 2016, Abbildungen mit “Sigma-Plot Vers.
14 und Anpassungen der Daten mit Standardabweichungen iiber ,,NLREG Version 6.5
(advanced)“ [11].

e Auswertungen zur Photochemie erfolgten liber Fortran-Programme (GCC GNU Fortran
Compiler (2015) VERS. 5.3.0) und iiber Excel, Berechnungen der photochemischen
Halbwertszeiten erfolgten iiber ,,STARsci Version 2.1“ [12] und ,,SMARTS Version
2.9.2[13].
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2.3 Laboruntersuchungen zur Photolyse und Hydrolyse
2.3.1 Photolyse

Die photochemischen Aufbauten sind in [14-16], die Photolyse einiger der im Projekt
untersuchten Verbindungen ist in [4] dargestellt. UV-Spektren wurden mit einem UV-
Spektrometer Lambda 45 (Perkin Elmer) in 1 cm Quarz-Kiivetten aufgenommen. Alle
Photolysen erfolgten bei T=20 °C mit einer polychromatischen Xenon-Lichtquelle (Kante des
Spektrums bei 280 nm, Aufnahme iiber ein SpectraWiz Spectrometer (Black-Comet C-25
Spectrometer, StellarNet Inc., USA) und einer Aktinometrie {iber das Eisenoxalat-Aktinometer
[14—17]. Die Analytik erfolgte wiederum iiber LC-MS/MS.

2.3.2 Hydrolyse

Alle Hydrolysen erfolgten entweder in Reinstwasser (OmniaPure UV-TOC, 18,2 MQ cm,
Stakpure GmbH) oder in Phosphatpuffermischungen. Pufferlosungen wurden immer frisch aus
Phosphorsédure, Kaliumdihydrogenphosphat und 1 N Natronlauge hergestellt und mit einer an
drei pH-Werten (pH=4,7,10) téglich kalibrierten pH-Messsonde (Mikro-pH-Elektrode, pH-
3110, WTW) mit einer Genauigkeit von ApH=+0,02 gemessen. Screeningversuche bzw.
Messungen in Belebtschlammproben erfolgten in einem thermostatisierten Labor bei
»~Raumtemperatur®, d.h. T=(20+2) °C. Detaillierte Messungen wurden in einem Thermoschrank
(TC 135 S, Liebherr) durchgefiihrt und die Temperatur (10 °C — 40 °C) {iber einen Datenlogger
mitgeschrieben (Genauigkeit AT==0,5 °C).

Hydrolysen erfolgten einerseits in Gemischen und mit Einzelsubstanzen. In einigen Féllen war
ein geringer Anteil eines organischen Losungsmittels (Acetonitril) vorhanden, fiir Messungen
im Wasser mit Belebtschlamm und fiir die detaillierten Hydrolyseexperimente fiir Remdesivir,
Molnupiravir, Ritonavir und Nirmatrelvir wurden Substanzgemische und Einzelverbindungen
in Methanol vorgelegt und das Losungsmittel in einem Stickstoffstrom (Dauer ca. 10 s)
abgeblasen. Proben mit Belebtschlamm (100 mL) wurden iiber einen leichten Luftstrom iiber
ein Sprudelelement (Stahl) aus eine Pumpe (MK-9501, Osaga) mit Sauerstoff versorgt und
gleichzeitig geriihrt.

Belebtschlammproben wurden mit einem Glasfaserfilter filtriert (Spritzenvorsatzfilter 1 um,
Macherey Nagel). In diesen Féllen wurden separate Konzentrationen in wéssrigen Losungen
(bzw. in Methanol) der Stammlosungen zur Korrektur der Konzentrationen in der Fliissigphase

im Bereich von 5-10 % vorgenommen.

Die Hydrolyse fiir hohe pH-Werte muss fiir die Analytik gestoppt werden. Dafiir wurde der pH-
Wert der Proben vor der Analyse (iiber LC-MS/MS) immer auf pH < 7 eingestellt. Dies wurde

durch Zugabe des Puffers im Neutralbereich (pH=7,0) oder eines definierten Volumens einer
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0,01 M Salzsdure (pH=2) gewdhrleistet Alle Proben wurden direkt nach der Probenahme
analysiert. Weitere Details zu den durchgefiihrten Hydrolysen sind auch in [7] dargestellt.

2.4 Realproben

Die Realproben wurden in Braunglasflaschen entnommen, im Kiihlschrank gelagert und
spatestens 24 h nach der Probenahme filtriert (1 um Glasfaser), 200 mL (Kldranlagenwasser)
oder 500 mL (Flusswasser) mit jeweils 50 uL des Gemischs der internen Standards (jeweils ¢
= 1000 pg/L) versetzt und auf HLB SPE Kartuschen (200 mg, Macherey Nagel) angereichert,
mit Acetonitril eluiert und auf 500 pL ausgelitert (Anreicherungsfaktor 400 bzw. 1000). Details
sind in [3], generelle Randbedingungen in publizierten Methoden [9,10] dargestellt.

o < U~
Legend p—— _ /\ }
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Abbildung 1: Messstellen entlang der Wietze und ihren Zufliissen. Fiir das Projekt wurden die
Messstellen W1, FG (Flussgraben), W2, BL (Blind), HB (Hengstbeeke), W5, W6 beprobt.

10
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Der Belebtschlamm in Belebtschlammproben (nach Angaben der Klédranlagen und nach
eigenen Messungen liegen die Massenkonzentration im Bereich von 2,5-3,5 g/L) sedimentiert
innerhalb weniger Minuten und kann wie alle anderen Proben nach Abdekantieren leicht filtriert
werden. Die Kldranlagenproben aus den Zu- und Abldufen bzw. Wasser aus dem Belebtbecken
wurden aus den Kldranlagen A — E entnommen. Proben aus Oberflichengewésser wurden aus
der Wietze an den Probestellen W1, FG (Flussgraben), W2, W5, W6, einer Blindmessstelle
(Miihlengraben) und HB (Hengstbeeke) entnommen. Die Messstellen an der Wietze wurden
analog zu vorherigen Untersuchungen verwendet [9], eine Karte der verwendeten Messstellen
ist in Abbildung 1 dargestellt.

Alle Proben in 1 L Braunglasflaschen wurden nicht konserviert in eisgekiihlten Thermoboxen
transportiert, gekiihlt gelagert und am nichsten Tag aufbereitet. In den Wasserproben wurden
neben den Vorortparametern (Temperatur, pH, Sauerstoffkonzentration, Leitfdhigkeit) im
Labor der DOC, DIC und die Anionen Chlorid, Nitrat, Phosphat, Sulfat analysiert.

3 Ergebnisse
3.1 Quantenausbeuten und Photolyse

Die UV-Spektren der untersuchten Verbindungen sind in der Abbildung 2 dargestellt. Nicht
ndher untersucht wurden die Produkte N4-Hydroxycytidin, GS-441524 und GS-704277.
Beispielhaft ist weiterhin in Abbildung 2 das Sonnenspektrum fiir die maximale Sonnenhéhe
am 21. Juni 2021 am Breitengrad 54° N dargestellt.

N |
.\ \ ’ Xe-Lampe
104 4 o
] F 1010
Sonne 21. Juni g
0 Liineburg q
£ 11 Uhr UTC g
B S
=
~ 10° 5 \ 3
© 3 1 4 1 0 L 1 0-1 1 §
2 9 - =
7
3 6
10% 4
b 5 8
T T T T T T T T T T T M T T T 1 O- 12

200 220 240 260 280 300 320 340 360
A/ nm

Abbildung 2: UV-Spektren der untersuchten Verbindungen. 1: Adamantanamin 2: Nirmatrelvir 3:
Ritonavir 4: Ambrisentan 5: Rivaroxaban 6: Imipramin 7: Molnupiravir 8: Azelastin 9: Remdesivir 10:
Apixaban. Bedingungen: (1) in Wasser. (2), (3) Mittelwerte fiir pH = 3 — 10. (4), (5), (6), (8), (10):
Mittelwerte fiir pH =4 —9. (7), (9): am pH=7. Alle L6sungen wurden in 5 % Acetonitril aufgenommen.
Weiterhin dargestellt ist das Spektrum der verwendeten polychromatischen Xenon-Lichtquelle und ein
beispielhaftes Sonnenspektrum fiir den 21.6.2021 um 11 Uhr UTC (=13 Uhr MESZ).
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Oftensichtlich iiberlappen die UV-Spektren von Adamantanamin, Ambrisentan, Nirmatrelvir
und Ritonavir nicht mit den maximal mdglichen Sonnenintensititen fiir Breitengrade im
Nordeuropédischen Raum. Diese 4 Verbindungen sind demnach véllig persistent beziiglich des
photochemischen Abbaus. Die ermittelten Quantenausbeuten @ der anderen 6 Verbindungen
fiir die wissrige Phase sind in der Tabelle 2 zusammengestellt. Die Quantenausbeuten sind
gering (fiir Apixaban ist z.B. ® = 1-10™%) und die Halbwertszeiten in den Jahreszeiten werden

hochst variabel im Bereich von Tagen — Monaten gefunden.

Tabelle 2: Ermittelte Quantenausbeuten ® mit Standardabweichungen ¢ bei T = 20 °C von Apixaban,
Azelastin, Imipramin, Molnupiravir, Remdesivir und Rivaroxaban. Fiir die Messungen wurde eine
polychromatische Xenonlampe (A > 280 nm) verwendet. Angenommen wurde demnach eine im
verwendeten Wellenldngenbereich unabhéngige Quantenausbeute.

Verbindung dto Losungsmittel
Apixaban (s.a. [18]) (1£0.5)-10* 10% ACN
Azelastin (5+1.5)10* 10% ACN
Imipramin (9£1)103 10% ACN
Molnupiravir (4+2)-10* Wasser
Remdesivir (1.6 £0.2)-107 Wasser
Rivaroxaban (s.a. [18]) | (4.3+0.7)-10? 10% ACN

Fiir Imipramin, Remdesivir und Rivaroxaban werden Halbwertszeiten der Photolyse fiir den
21.6. im Bereich einiger Tage berechnet. Es muss jedoch daran erinnert werden, dass die
berechneten Werte z.B. keine Bewdlkung, Abschattung, Einfluss der als Filter wirkenden
Huminstoffe in natiirlichen Gewdssern beriicksichtigen und natiirlich an allen andern Tagen
zunehmen und demnach als progressive Werte anzusehen sind. Die iiber das Jahr gemittelten
maximal progressiv berechneten Halbwertszeiten beziiglich der Photolyse liegen im Bereich
von zwei Monaten, fiir Remdesivir im Bereich von zwei Wochen. Der photochemische Abbau
aller Verbindungen in natiirlichen Oberflaichengewissern muss danach als eher gering

angesehen werden.
3.2 Hydrolysen

Die Hydrolyse wurde in Abhéngigkeit vom pH-Wert und den vorliegenden Strukturen in
mehreren Teilprojekten untersucht. Am pH=7+0,2 werden in einem Zeitraum von 19 — 25
Tagen Adamantanamin, Ambrisentan vollig stabil und Apixaban, Azelastin, Imipramin (zur in
Realproben mit Partikeln iiberlagerten starken Adsorption von Azelastin und Imipramin sieche
unten) Molnupiravir, und Rivaroxaban mit Halbwertszeiten fiir die Hydrolyse im Bereich von
Monaten gefunden. Fiir einen pH-Wert pH = 9-10 lagen jedoch fiir Molnupiravir, Nirmatrelvir,
Remdesivir und Ritonavir z.T. wesentlich geringere Halbwertszeiten vor. Diese typisch
basenkatalysierte Hydrolyse der antiviral wirkenden Pharmazeutika wurde deshalb auch

temperatur- und pH-abhéingig untersucht [7], fiir Molnupiravir nur am pH=12 [6].
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In Tabelle 3 und in der Abbildung 3 sind die Ergebnisse der erhaltenen temperatur- und pH-
abhingigen Hydrolysen dargestellt. Die Aktivierungsenergien liegen in einem typischen
Bereich von Ea = 34-87 kJ/mol, wie auch fiir andere Carbonsduren und Amide bekannt [19][20].
Nicht ungewdhnlich ist die sauer katalysierte Hydrolyse fiir alle Verbindungen
vernachlissigbar und nur die neutrale Hydrolyse (kn) und die basische Hydrolyse (ks) wirken.

Mit dem Ionenprodukt des Wassers pK = 14 ist demnach die Geschwindigkeitskonstante Knyd

der Hydrolyse:
khyd = kB ) 10—pK ) 10pH + kN

Tabelle 3: Geschwindigkeitskonstanten fiir die neutrale Hydrolyse (kn) bei T=20 °C und fiir die basische
Hydrolyse (kg) bei T=20 — 40 °C fiir Remdesivir, Ritonavir, Nirmatrelvir und Molnupiravir. Die
angegebenen Fehler entsprechen einer Standardabweichung. n.b. = nicht bestimmt. Weiterhin
angegeben ist die bei pH=12 ermittelte Aktivierungsenergie Ex der Hydrolyse.

Parameter Remdesivir Ritonavir Nirmatrelvir Molnupiravir
knoo /87! (2,2+0,6) 107 (1,0£0,8) 107 (9+6)-108 ~0 (n.b.)
keio/M1st | (2,9+0,07) 102 | (6,8+0,09) 102 | (5,3+0,2)-10* | (3,4+0,06) 10
kp2o/ M's’! (3,6+0,2)102 | (1,0+0,04) 10" | (1,2£0,03) 10 | (7,0+0,2)-102
kp3o/ M's™! (8,8+0,2) 102 | (1,8+0,05) 10" | (2,6 £0,02)-10° | (3,4+0,1) 10!
kpa4o0/ M5! n.b. n.b. n.b. (1,2£0,01)
Ea / kJ mol’! 40+ 15 34+3 57+1 87 +4
10 ==
40°C pH=11.9+0.1 100 4 L =
30°C ———
— %
10 »—\mjc 10 +
— v Nirmalrgl\‘/ir ] :é;D
-(\n O ﬁ::[:]:;s::ll‘ = 1 — W Nirmatrelvir
< A Molnupiravir \N - O Remdesivir
ED 10 4 H: Ritonavir
0.1
10°° 0.01
040;)32 OAO'O33 0.0;)34 040;)35 2 4.1 6 8 10 12 14

Abbildung 3: Links: Arrhenius-Auftragung (log(k) versus 1/T) fiir die Hydrolyse von Nirmatrelvir,
Remdesivir, Ritonavir und Molnupiravir am pH=11,9 £0,1. Rechts: Halbwertszeiten fiir die Hydrolyse
von Nirmatrelvir, Remdesivir und Ritonavir in Abhéngigkeit vom pH-Wert fiir T=20 °C.

In der Abbildung 3 ist die groe Dynamik der innerhalb eines Faktors 10000 variierenden
Halbwertszeiten sichtbar. Alle Verbindungen besitzen beziiglich der Hydrolyse unterhalb eines
pH < 8 Halbwertszeiten im Bereich von Monaten. Fiir Molnupiravir wurde die Hydrolyse
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oberhalb pH>10 im Detail in separaten Messungen untersucht. So wurden fiir pH-Werte im

Bereich von pH=7 fiir Molnupiravir Halbwertszeiten im Bereich eines Jahres gefunden.

Fiir Molnupiravir wurde das Hydrolyseprodukt N4-Hydroxycytidin und fiir Remdesivir GS-
704277 in den Labormessungen gefunden und quantifiziert. Beide Produkte werden praktisch
quantitativ gebildet und die Ausbeute fiir beide Produkte betrdgt im Rahmen der Fehler (= 10
%) jeweils 100 %.

Die Kinetik fiir GS-704277 in der Hydrolyse des Remdesivirs am pH=12 und T = 20 °C ist in
der Abbildung 4 dargestellt. Die Kinetik von GS-704277 wird in Form einer Folgereaktion
gefunden, wobei demnach das Hydrolyseprodukt selbst nicht stabil ist und in einer langsamen
Reaktion (Halbwertszeit im Bereich von 10 Tagen) zu einem unbekannten Produkt abgebaut
wird. Interessanterweise wird in vivo als Produkt aus der enzymatisch beeinflussten Hydrolyse
das Produkt GS-441524 gefunden [21]. Dieses Produkt wurde ebenfalls analysiert, konnte
jedoch am pH=12 in der hier untersuchten abiotischen Hydrolyse nicht gefunden werden.
Tatsdchlich wurde GS-441524 am sauren pH=2 in sehr geringen Konzentrationen (<1 %)
nachgewiesen, dagegen wurde jedoch nicht das Produkt GS-704277 gefunden. Weitere, nihere

Untersuchungen zu den Produkten wurden nicht durchgefiihrt.

1.4

12

1.0 1
0 ; GS704277

s 0.8 ]
=,
O 0.6 -
0.4
] pH=12, T=20 °C
] k(Bildung GS704277)=k(Verlust REM) = 0.022 min”
0.2 1 K(Verlust GS704277) = 5 10” min”
cO(REM) = 1.25 uM
0.0 ] U T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5000 10000 15000 20000

t / Minuten

Abbildung 4: Bildung des Produktes GS-704277 in der Hydrolyse von Remdesivir am pH=12 und fiir
T=20 °C. Wie aus dem Verlust von Remdesivir erwartet, wird ein schneller Anstieg gemessen und GS-
704277 wird dann selbst sehr langsam weiter hydrolysiert. Das Produkt aus GS-704277 ist unbekannt,
gebildet wird jedoch nicht das in-vivo gefundene Produkt GS-441524 [21].

14



B
LEUPHANA

UNIVERSITAT LUNEBURG

3.3 Abbau im Belebtschlamm

Nicht iiberraschend wurden schon in den ersten Messungen praktisch identische, aber auch
stark unterschiedliche Konzentrationsniveaus im Zu- und Ablauf der beprobten Kldranlagen
(siche Abschnitt 3.4) gefunden. Einige Substanzen wurden jedoch im Zu- und Ablauf nicht
gemessen (wie Molnupiravir) und es stellte sich die Frage, welche von den untersuchten
Substanzen in der Kldranlage potentiell persistent sind oder abgebaut werden. Dafiir wurden
Experimente &hnlich einem Zahn-Wellens Test mit jedoch den original vorliegenden
Konzentrationen an Belebtschlamm und geringen Konzentrationen an Analyten im Bereich von
200-500 pg/L  durchgefiihrt. Entsprechende Doppelversuche erfolgten in einem
Gesamtmesszeitraum von 50 Stunden mit Mischungen der 10 untersuchten Verbindungen in
Proben aus dem Belebtbecken der Kliaranlage E (pH=7,5, mit ca. 2,6 g Belebtschlamm). Die
Ergebnisse der Messungen bei T=20 °C sind in der Abbildung 5 dargestellt.

Nach diesen Messungen sind Adamantanamin, Ambrisentan, Apixaban und Rivaroxaban
vollsténdig persistent und sollten in einer Kldranlage nicht abgebaut werden. Dieses Ergebnis
deckt sich mit der vollstdndigen Persistenz in der abiotischen Hydrolyse (siehe Abschnitt 3.2).
Das unterschiedliche Adsorptionsverhalten der Verbindungen ist in den Graphiken der
Abbildung 5 gut sichtbar. So wird die Startkonzentration von Rivaroxaban zeitlich unabhéngig
um einen Faktor 2,5 in der Losung reduziert. Imipramin und Azelastin werden zwar in der
wiassrigen Phase abgebaut mit Halbwertszeiten im Bereich von 5-10 Stunden, zeigen jedoch
einen starken adsorbierten Anteil und eine nicht weiter untersuchte Offsetkonzentration in der
wassrigen Phase. Im Gegensatz zu diesen 6 Verbindungen zeigen die 4 als antiviral wirkenden
Verbindungen Molnupiravir, Nirmatrelvir, Remdesivir und Ritonavir iiber eine Reaktion 1.
Ordnung gut auszuwertende Kinetiken mit geringen adsorbierten Anteilen am Belebtschlamm.
Die enzymatische Hydrolyse von Molnupiravir und Remdesivir ist so effektiv (mit
Halbwertszeiten im Bereich von ti2 =1 h), fiir Ritonavir etwas abgeschwichter (t12 =10 h), dass
alle drei Verbindungen in einer Klédranlage vollstindig iiber eine enzymatische Hydrolyse
abgebaut werden. Dagegen wird Nirmatrelvir im Belebtschlammwasser wesentlich langsamer
abgebaut mit Halbwertszeiten im Bereich einiger Tage. Der bis zu einem Faktor 1000
beschleunigende FEinfluss der enzymatischen Hydrolyse verglichen mit der abiotischen
Hydrolyse (am pH=7) ist in der Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 5: Lineare Konzentrations-Zeit Verldufe in den Untersuchungen des Verlustes aller
Verbindungen im Belebtschlammwasser aus dem Belebtbecken der Kldranlage E, direkt verwendet nach
der Probenahme am 20.9.2023, pH = 7.5, B(02) = 3,2 mg/L, Feststoffgehalt 2,6 g/L. Die Messung im
Labor erfolgte bei T =20 °C, der Belebtschlamm wurde stindig mit Luft iiber Sprudelelemente beliiftet
und dadurch auch geriihrt, Ergebnisse aus Doppelproben, N=2x15, Messzeit 50 h. Adamantanamin,
Ambrisentan, Apixaban und Rivaroxaban sind vollstindig persistent, Imipramin und Azelastin zeigen
einen starken adsorbierten Anteil und eine Offsetkonzentration in der Losung. [ = Blindprobe in
Wasser 2 = Blindprobe in Methanol. Alle Proben (auch Blind in Wasser und Methanol) wurden mit
Glasfaserfilter 1 um filtriert.
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Fortsetzung Abbildung 5: Logarithmierte Konzentrations-Zeit Verldaufe in den Untersuchungen des
Verlustes von Molnupiravir, Nirmatrelvir, Remdesivir und Ritonavir im Belebtschlammwasser aus dem
Belebtbecken der Kldranlage E, direkt verwendet nach der Probenahme am 20.9.2023, pH = 7,5, 3(02)
= 3,2 mg/L, Feststoffgehalt 2,6 g/L.. Die Messung im Labor erfolgte bei T = 20 °C, der Belebtschlamm
wurde stindig mit Luft iiber Sprudelelemente beliiftet und dadurch auch geriihrt, Ergebnisse aus
Doppelproben, N=2x15, Messzeit 50 h. Geraden aus linearen Regressionen. [ = Blindprobe in Wasser
A = Blindprobe in Methanol. Alle Proben (auch Blind in Wasser und Methanol) wurden mit
Glasfaserfilter 1 pm filtriert.
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3.4 Untersuchungen in Realproben
3.4.1 Konzentrationen in Kliranlagen

Einige Kenngrofen der untersuchten Kliranlagen fiir den Zeitraum 2003-2021 [22] sind in der
Abbildung 7 zusammengestellt. Beziiglich des mittleren Ablaufs unterscheiden sich die
Klédranlagen untereinander um mehr als einen Faktor 10. Die {iber einen fast 20-jdhrigen
Zeitraum gemittelten Ablaufwerte sind dabei praktisch identisch zu den im Projektzeitraum

vorliegenden Ablaufwerten.

Bl AblaufQL/s
O  Ablauf Projekt L/s
T I Ablauf CSB mg/L

[ Ablauf P Ges mg/L 2003-2021 20287
[ Ablauf N Ges mg/L N=10 185 176 o
I Abreinigung % o
100 E
36 38
5 (0]
T 16
= T 1413 12
i3 [0)
< 10 3 I
o .
g g f
z T
5 Il
[a]
=
1 4
0.1 - - - - i -

A (GK 4) B (GK 4) C (GK 4) D (GK 5) E (GK 5)

Abbildung 7: Ablauf- und Abreinigungswerte der untersuchten Kliranlagen A - E giiltig fiir den
Zeitraum 2003-2021 [22]. Die Fehlerbalken entsprechen einer Standardabweichung (N=10).
GK(GroBenklasse)=4: 10000-100000 Einwohnerwerte, GK=5: > 100000 Einwohnerwerte. Die
Mittelwerte der Abldufe an den Probenahmeterminen (braune Kreise) stimmen gut mit den knapp 20-
jéhrigen Mittelwerten iiberein.

Untersucht wurden die Zu- und Ablédufe der 5 Kldranlagen A — E in 3 Hauptkampagnen im
November 2022 und Mérz bzw. Juni 2023. In keiner Probe wurde Ambrisentan, Imipramin,
Molnupiravir und Remdesivir oberhalb der Bestimmungsgrenzen (5-10 ng/L) gefunden.
Azelastin wurde nur in einigen wenigen Proben nahe der Bestimmungsgrenze gefunden. Die
Konzentrationen der Verbindungen mit den hochsten Konzentrationen sind in der Abbildung 8

zusammengestellt. Die Substanz mit der hochsten Konzentration mit maximalen
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Konzentrationen im Bereich von 1000 ng/L ist Apixaban, Rivaroxaban wurde mit
Konzentrationen, die um einen Faktor 2 geringer sind als Apixaban und Adamantanamin mit
geringeren Konzentrationen um grob einem Faktor 5 gefunden. Nirmatrelvir und aufgrund der
geringeren Dosierung abgeschwiécht das im Gemisch Paxlovid als Booster eingesetzte
Ritonavir werden sporadisch und mit geringeren Konzentrationen von maximal 200 ng/L
gefunden. In der Kampagne im Juni 2023 konnten Nirmatrelvir und Ritonavir nicht mehr
nachgewiesen werden, in der Kldranlage A nie. Dieses qualitative wie auch quantitative Muster

wurde ebenfalls in den Proben aus dem Belebtbecken der Kldranlagen D und E gemessen.

In der Klaranlage C wurde im November 2022 der Ablauf vor und nach dem vorhandenen
Schonungsteich analysiert mit praktisch identischen Konzentrationen. Aus diesem Grund
wurde in den nachfolgenden Kampagnen nur der Ablauf vor dem Schonungsteich analysiert.
Diese Messungen und Messungen von Doppelproben belegen eine gute Ubereinstimmung der
Konzentrationen iiber das gesamte Aufbereitungsverfahren in Mehrfachmessungen im Bereich
von 10 —20 %.

Apixaban und Rivaroxaban stimmen innerhalb einer Variation eines Faktors 2-3 {iber alle
Proben in den Zu- und Abliufen aller 5 Klaranlagen (N=15) iiberein. Die Ablaufkonzentration
fiir Apixaban betrigt (71+22) % und fiir Rivaroxaban (58+18) % der Konzentration des Zulaufs.
Die Konzentration dieser Verbindungen ist demnach praktisch unabhéngig von der Grof3e der
Klédranlage. Da die Kldranlage A keinen Zufluss aus einem Krankenhaus besitzt, werden die
Konzentrationen dieser Verbindungen praktisch vollstindig aus héuslichen Anwendungen
hervorgerufen. Dagegen werden stark variierende Konzentrationsviveaus fiir Adamantanamin
und Nirmatrelvir in allen Kldranlagen und dariiber hinaus von diesen Mittelwerten noch
abweichende Konzentrationen in der Kldranlage A gefunden. Ohne die Daten aus der
Kldranlage A betragen die Ablaufkonzentration fiir Adamantanamin (110+85) % und fiir
Nirmatrelvir (59+75) % der Zulaufkonzentrationen. Adamantanamin ist vollstdndig persistent,
variiert jedoch stark in der Konzentration. Nirmatrelvir wird ebenfalls mit hoher Variation der

Konzentration gefunden, in der Junikampagne 2023 nur noch in der groften Kléranlage E.

Im Einklang mit diesen Ergebnissen werden im Belebtbecken &hnliche bzw. identische

Konzentrationen wie im Ablauf gefunden.
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Abbildung 8: Massenkonzentrationen (B/ng L") der in den Kliranlagen gefundenen Verbindungen
Adamantanamin, Apixaban, Nirmatrelvir und Rivaroxaban um Zu- und Ablauf fiir die 3
Hauptkampagnen im November 2022 und Mérz bzw. Juni 2023. In der Kldranlage C wurde im
November 2022 der Ablauf vor und nach dem vorhandenen Schonungsteich analysiert mit praktisch
identischen Konzentrationen.
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3.4.2 Konzentrationen in Oberflichengewissern

Die drei Verbindungen Adamantanamin, Apixaban und Rivaroxaban wurden in Probestellen in
der Wietze, die von der Kldranlage D beeinflusst sind, ebenfalls in hohen Konzentrationen im
Oberflichengewdsser gefunden. Zum Vergleich wurde Carbamazepin in einigen Proben
mitanalysiert. Wie fiir die Proben aus den Kldranlagen sind die Konzentrationen in einer

Ubersicht zu den einzelnen Messstellen in der Abbildung 9 zusammengefasst.
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Abbildung 9: Massenkonzentrationen (B/ng L) der Verbindungen Adamantanamin, Apixaban,
Rivaroxaban sowie als Vergleich fiir Carbamazepin in Oberflachengewésserproben an der Wietze. Zum
Vergleich wurden auch die Konzentrationen im Zu- und Ablauf der Klaranlage D angegeben. Die Probe
W6 fiir den 19.6.23 wurde wihrend der Aufbereitung zerstort. Am 7.11.23 wurden keine Proben nach
der Messstelle W2 genommen.
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An der Blindmessstelle im Miihlengraben, einem Zufluss in die Wietze, wurden in keiner Probe
Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze gefunden. Wie fiir andere Pharmazeutika
[9] [23] ist die alleinige Quelle dieser Verbindungsgruppe demnach der Ablauf der Kldranlagen
im Einzugsgebiet. Wie schon in anderen Projekten gefunden [9] [23] sind die Konzentrationen
in der Hengstbeeke, dem Vorfluter der Kldranlage C, mit Konzentrationsniveaus wie im Ablauf
der Kldranlage D gefunden sehr hoch. Die Konzentrationen in der Wietze nehmen aufgrund der
Verdiinnung im Verlauf der Wietze bis zum Zufluss in die Aller ab. In der Kampagne am
19.6.2023 betrug der Einfluss der Klidranlage D auf den Volumenstrom der Wietze iiber 80 %
und entsprechend sind die Konzentrationen in der Wietze (und im Zufluss Hengstbeeke)
praktisch vergleichbar zu den Konzentrationen im Ablauf der Kldranlagen C und D. Zu den
Zeitpunkten mit relativ hohen Volumenstrdmen im Bereich von 1 - 2 m® s' am Pegel
Wieckenberg sind die Konzentrationen wie erwartet aufgrund der Verdiinnung grob einen
Faktor 10 geringer. Die gefundenen Konzentrationen fiir Adamantanamin, Apixaban und
Rivaroxaban im Jahr 2023 sind den Konzentrationen in einer Probe aus einer anderen Studie

von der Messstelle Wietze/Wieckenberg aus dem Juni 2020 [24] vergleichbar.
4 SchluB3folgerungen

Generell ist die Photolyse und die abiotische Hydrolyse am pH=7 fiir alle untersuchten
Verbindungen ein langsamer Abbauweg mit Halbwertszeiten im Bereich von Wochen — Jahren
(siche Abbildung 10).

1000 5 I Hydrolyse pH=7
I Belebtschlamm pH=7
: [ Photolyse 21.3. LG
] [ Photolyse 21.6. LG
100 o I Photolyse 21.9. LG
3 @ Photolyse 21.12. LG
10 -
I3
0.1 3
0.01 -

Abbildung 10: Zusammenfassung der Halbwertszeiten fiir die abiotische Hydrolyse, die enzymatisch
beeinflusste Hydrolyse im Belebtschlammwasser und der Photolyse aller untersuchten Verbindungen.
Die Halbwertszeit 1000 Tage wurde in der Photolyse formal fiir einen auch theoretisch nicht moglichen
Abbau angegeben.

t,, / Tage
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Die Verbindungen Azelastin, Imipramin, Molnupiravir, Remdesivir und Ritonavir sollten im
Bereich der Aufenthaltszeit einer Verbindung in einer Kldranlage (ti2 = 1-4 Tage) im
Belebtschlammwasser einer Kldranlage eliminiert werden. Sollten diese Verbindungen in eine
Klaranlage eingetragen werden, ist ein Eintrag in den Vorfluter demnach als gering anzusehen.
Tatsdchlich wurden Azelastin und Ritonavir zwar in einigen Fillen im Zulauf, jedoch nie im
Ablauf einer Kldranlage gefunden, Imipramin, Molnupiravir und Remdesivir wurden in keiner

Probe oberhalb der Bestimmungsgrenze gefunden.

Im Zulauf (Ablauf) wurde Adamantanamin in 90 (95) %, Apixaban in 100 (100) %, Azelastin
in 33 (5) %, Nirmatrelvir in 62 (61) %, Ritonavir in 52 (9) % und Rivaroxaban in 100 (100) %
der Proben oberhalb der Bestimmungsgrenze gefunden.

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurden nur Adamantanamin, Apixaban und
Rivaroxaban mit Konzentrationen > 5 ng/L in den Oberflichengewésserproben der Wietze und
der Hengstbeeke gefunden. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen einer vorherigen
landesweiten NLWKN-Studie [24], bei der diese drei und weitere sogenannte PMT-Stoffe
aufgrund ihrer schlechten Abbaubarkeit und hohen Mobilitit als gewédsserrelevant identifiziert

wurden.

Eine qualitative Ubersicht der Ergebnisse im Projekt ist in der Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4: Qualitative Stabilitdten der untersuchten Verbindungen. Kriterien: Direkte Photolyse (Sonne,
oberste Schicht Wasser fiir den 21.6., T=20 °C, Sauerstoffsittigung, Breitengrad 54 °N): m = t;» > 7
Tage =2 <t» <7 Tage. Hydrolyse (pH=7, T=20 °C, Sauerstoffsittigung): m = stabil bzw. ti» =
100 Tage. m =25 <t;», <100 Tage =12 <ty < 25 Tage. Biologischer Abbau (pH=7-7,5, T=20-25
°C, Sauerstoffsittigung, Verlust in der KA. Ablauf/Zulauf bzw. Verlust im Labor frischer
Belebtschlamm nach 1 h): m = stabil bzw. Verlust <30 % =30 < Verlust < 90 % m = Verlust > 90
%

Direkte Photolyse Hydrolyse pH=7 Eliminierung Bio

Adamantanamin
Ambrisentan
Apixaban

Azelastin

Imipramin
Molnupiravir
Nirmatrelvir
Remdesivir
Ritonavir

) kein Abbau,
Rivaroxaban nur ca. 50 % Adsorption
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