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X1I Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Gesamtkreislauf der iiber Giillediingung in land-
wirtschaftliche Nutzfldchen eingetragenen Veterindrantibiotika betrachtet. Das Verhalten der
Wirkstoffe wiahrend praxisnaher Giillevorbehandlungen, deren Persistenz und Verlagerungs-
verhalten in landwirtschaftlichen Nutzbdden, deren Aufnahme aus dem Boden in Nutz- und
Gemiisepflanzen (Deutsches Weidelgras, Mohren), sowie deren Infiltrationsverhalten mit dem
Bodensickerwasser in Richtung Grundwasser wurden ausfiihrlich untersucht. Hierzu wurden
Aufwuchs- und Lysimeterstudien durchgefiihrt, sowie hessische Grundwisser im Rahmen ei-
nes Routinemessprogramms auf ihren Antibiotikagehalt analysiert. Fiir die Studien wurde sich
auf so genannte Altwirkstoffe fokussiert, die im Zuge ihres Zulassungsverfahrens keiner 6koto-

xikologischen Bewertung unterzogen wurden.

Eine Multimethode zum simultanen Nachweis ausgewihlter Antibiotika aus der Wirkstoff-
gruppe der Tetracycline (Chlortetracyclin, Doxycyclin) und Sulfonamide (Sulfamethazin, Sul-
famethoxazol) mittels Ultra-High-Performance-Liquid-Chlomatography-Tandem-Massen-
spektrometrie (UHPLC/MS-MS) wurde fiir die Matrices Giille, Weidelgras, Mohren und Was-
ser entwickelt, optimiert und validiert. Die Methode wurde zusitzlich um die Hauptmetabolite
(N-Acetyl-Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethoxazol) und ein Transformationsprodukt (iso-
Chlortetracyclin) erweitert. Die Richtigkeit der angewandten kombinierten Mess- und Aufar-
beitungsmethode wurde durch die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen durch ein er-
folgreiches Abschneiden (|z-Scores| < 2) bestitigt.

Um erstmals die Belastung hessischer Grundwasserproben in Bezug auf die ausgewahlten An-
tibiotika abschétzen zu kdnnen, wurden routineméfig Grundwésser (~ 500 pro Jahr) im Auftrag
des Hessischen Landesamtes flir Naturschutz, Umwelt und Geologie (HLNUG) analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass ca. 4 % der untersuchten Proben einen Antibiotikagehalt oberhalb der
Bestimmungsgrenze von 50ngL' enthielten, die maximale Konzentration betrug
1.703 ng L', Der Wirkstoff Sulfamethoxazol wurde am hiufigsten gefunden.

Uber Lysimeterstudien wurde die Verlagerung der Wirkstoffe mit dem Bodensickerwasser un-
tersucht, nachdem antibiotikahaltige, fermentierte Rindergiille einmalig unter praxisiiblichen
Mengen oberflachlich als Diingemittel auf den Boden aufgebracht wurde. Fiir die Studie wur-
den zwei typische Boden Nordhessens gewéhlt (Baunataler LB, Volkmarser Sand). Die Be-
wisserung erfolgte an fliinf Tagen pro Woche mit deionisiertem Wasser. In den wochentlich
aufgefangenen Bodeneluaten wurde als einziger Wirkstoff Sulfamethazin nachgewiesen. Die
Verlagerungsfrachten iiber den zweijdhrigen Untersuchungszeitraum betrugen deutlich weni-
ger als 1 % der aufgegebenen Wirkstoffmenge. Der Sandboden zeigte eine hohere Durchléssig-
keit als der LoBboden. Um eine Aussage iiber den Verbleib der Antibiotika im Boden treffen
zu konnen, wurde die Probenaufarbeitungsmethode fiir die Matrix ,,Boden* erweitert. Die Ly-
simeterboden wurden schichtweise in Abstdnden von 5 cm untersucht. Hierbei wurde festge-

stellt, dass die Tetracycline im Oberboden (0 — 5 cm) zuriickgehalten werden.
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Die Durchfiithrung der Carry-over-Studien erfolgte in MitscherlichgefaBen fruchtangepasster
GroBe. Im ersten Aufwuchsjahr wurde Weidelgras auf den beiden Boden Baunataler L663 und
Volkmarser Sand kultiviert. Die Antibiotikazufuhr erfolgte vor der Aussaat der Pflanzen iiber
fermentierte Rindergiille in drei verschiedenen Konzentrationen. Als einziger Wirkstoff konnte
Sulfamethazin in den oberirdisch geernteten Halmen des Weidelgrases nachgewiesen werden.
Die Konzentrationen in der Pflanze stiegen mit der zur Verfiigung stehenden Wirkstoffmenge
im Giille-Boden-Gemisch an. Pflanzen, die auf Sandboden kultiviert wurden, wiesen deutlich
hohere Riickstandskonzentrationen an Sulfamethazin auf (bis 218 pg kgrm! im 100 mg kg™'-
Ansatz) als vergleichbare Ansitze mit LoBboden (bis 48 pug kgrv™' im 100 mg kg!-Ansatz).

Um das Aufnahme- und Verteilungsverhalten in Gemiisepflanzen zu untersuchen, wurden im
zweiten Aufwuchsjahr Mohren als Saatpflanze ausgewihlt. Als Versuchsboden wurde Volk-
marser Sandboden verwendet. Der Antibiotikaeintrag erfolgte ebenfalls iiber dotierte Rinder-
giille. Diese wurde auf zwei verschiedene Arten vorbehandelt (8-tdgige aerobe Lagerung, 40-
tidgige anaerobe Fermentation). Die Pflanzenkompartimente wurden einzeln untersucht. Tetra-
cycline konnten lediglich in den Wurzeln und der Schale nachgewiesen werden, wéahrend Sul-
fonamide bis in die oberirdischen Pflanzenteile verlagert wurden. Die Verteilung der Wirkstoff-
konzentrationen innerhalb der Pflanze ergab sich wie folgt: Wurzeln > Schale > Blitter > Riibe.
Die Diingung mit fermentierter Giille fiihrte zu tendenziell hoheren Wirkstoffriickstdnden in
den Aufwuchspflanzen. Das Eliminierungsverhalten der Antibiotika im Zuge der Giillevorbe-
handlungen wurde ebenfalls untersucht. Hierzu wurden iiber den gesamten Lagerungs- und Fer-
mentationszeitraum Giilleproben entnommen und analysiert. Hierbei zeigte sich eine Abnahme
der Wirkstoftkonzentrationen in Abhéngigkeit der Dauer, der Temperatur und des Sauerstoft-
gehaltes. Im Falle des (Epi)-Chlortetracyclins konnte die Bildung des (Epi)-iso-Chlortetracyc-
lin beobachtet werden. Sulfamethoxazol zeigte die hochsten Eliminierungsraten. Die Substanz

war nach der 40-tdgigen Fermentation nicht mehr quantifizierbar.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein komplexes Zusammenspiel aus Wirkstoffeigen-
schaften, Umwelteinfliissen, Bodenbeschaffenheit, Giillevorbehandlungsart, Pflanzenart und
Pflanzenmorphologie das Verteilungs-, Aufnhahme- und Akkumulationsverhalten ausgewdahlter

Veterinarantibiotika in verschiedenen Umweltmedien bestimmen.
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Abstract

In the present work the entire cycle of the fate and behavior of selected veterinary antibiotics
entering the environment via liquid manure fertilization was investigated. The behavior of the
active ingredients during practical liquid manure pretreatments, their persistence and displace-
ment behavior in agricultural soils, their uptake from soil in agricultural crops and vegetable
plants (perennial ryegrass, carrots), as well as their infiltration behavior with the soil interstitial
water towards groundwater were comprehensively studied. For this purpose, growth and lysim-
eter studies were carried out, and Hessian groundwater was routinely analyzed for its antibiotic
content. For all studies, the focus was placed on antimicrobials, which were not subjected to

any ecotoxicological evaluation in the course of their admission procedure.

A multi-method for the simultaneous determination of selected antibiotics from the antimicro-
bial group of tetracyclines (chlortetracycline, doxycycline) and sulfonamides (sulfamethazine,
sulfamethoxazole) by means of ultra-high-performance-liquid-chomatography tandem mass
spectrometry (UHPLC / MS-MS) was developed, optimized and validated for the matrices lig-
uid manure, ryegrass, carrots and water. The method has been extended for relevant metabolites
(N-acetyl-sulfamethazine, N-acetyl-sulfamethoxazole) and a transformation product (iso-chlor-
tetracycline). The accuracy of the applied combined measurement and refurbishment method

was confirmed by the successful participation in several proficiency tests (|z-scores| < 2).

In order to estimate the contamination of Hessian groundwater samples with selected antibiot-
ics, groundwater samples (~ 500 per year) were routinely analyzed. On behalf of the HLNUG,
this was performed for the first time in Hesse. It was found that about 4 % of the examined
samples contained an antibiotic content above the quantification limit of 50 ng L™!, the maxi-

mum concentration was 1,703 ng L!. Sulfamethoxazole was detected most often.

By means of lysimeter studies, the transfer of selected veterinary antibiotics with the soil leach-
ate was investigated. Therefore antibiotic-containing, fermented cattle manure was superficially
applied for one time to the soil as a fertilizer following good agricultural practice. For the stud-
ies two typical soils of North Hesse were chosen (Volkmarser sand, Baunataler loess). Irrigation
was done five days a week with deionized water. Sulfamethazine was solely detected in the
weekly collected soil eluates. The mass transfer over a two-year study was far below than 1 %
of the added amount. The sandy soil showed a higher permeability than the loess soil. In order
to be able to make a statement about the dislocation of the antibiotics in the soil, the sample
preparation method was extended for the matrix "soil". The lysimeter soils were examined in

defined layers. Tetracyclines were restrained in topsoil (0 — 5 cm).

Carry-over studies were performed in Mitscherlich-vessels. In the first growing season ryegrass
was cultivated on two different soils (Volkmarser sand, Baunataler loess). Antibiotics were
added before sowing via fermented cattle manure in three different concentrations. Sulfame-

thazine could be detected in the above-ground blades of ryegrass. The concentrations in the
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plant increased with the added amount of antimicrobial in the slurry-soil mixture. Plants culti-
vated on sandy soil showed considerably higher residue concentrations of sulfamethazine (up
to 218 ug kgrv! in the 100 mg kg™! batch) than comparable approaches with Loess soil (up to
48 ng kgrv! in the 100 mg kg™! batch).

In order to investigate the uptake and distribution behavior of antibiotics in vegetables, carrots
were selected as important plants in the second year of growth. As test soil Volkmarser sand
was used. Again, the antibiotics were added via enriched cattle manure. The liquid manure was
pretreated in two different ways (8-day aerobic storage, 40-day anaerobic fermentation). The
plant compartments were individually examined. Tetracyclines could be detected only in the
roots and the peel, while sulfonamides were transferred to the above-ground parts of the plant.
The distribution of drug concentrations within the plant was as follows: roots > peel > leaves >
turnip. Fertilization with fermented liquid manure led to higher residual concentrations in the
mature plants. The elimination behavior of the antibiotics in the course of liquid manure pre-
treatments was also investigated. For this purpose, liquid manure samples were taken and ana-
lyzed over the entire storage and fermentation period. The results showed a decrease in drug
concentrations depending on duration, temperature and oxygen amount. In the case of (epi)-
chlortetracycline, the formation of (epi)-iso-chlortetracycline was observed. Sulfamethoxazole
showed the highest elimination rate. The substance was not quantifiable after 40 days of fer-

mentation.

In summary, it should be noted that a complex interaction of active ingredient properties, envi-
ronmental influences, soil conditions, liquid manure pretreatments, plant species and plant mor-
phology determines the distribution, uptake and accumulation behavior of selected veterinary

antibiotics in various environmental media.
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1 Einleitung
1.1  Antibiotika und deren Verwendung in der Nutztierhaltung

Mit dem Begriff ,,Antibiotika (griechisch anti: gegen; bios: das Leben)* wurden urspriinglich
von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) produzierte Substanzen bezeichnet, die andere Mikro-
organismen in ihrem Wachstum hemmen (bakteriostatische Wirkung) oder abtoten (bakterizide
Wirkung) konnen. Diese Definition wurde im Laufe der Jahre um synthetisch und halb-synthe-
tisch hergestellte Antibiotika erweitert, die zuvor unter dem Begrift ,,Chemotherapeutika* zu-
sammengefasst wurden (Winckler et al., 2004). Zu den natiirlichen Antibiotika zdhlen bei-
spielsweise die von Alexander Fleming im Jahre 1929 entdeckten Penicilline, welche von Pil-
zen der Gattung Penicillium chrysogenum produziert werden. Sulfonamide zdhlen zu den syn-
thetisch hergestellten Antibiotika (Kiimmerer, 2009). Der erste Arzneistoff aus der Gruppe der
Sulfonamide war das Prontosil, dessen antibakterielle Wirkung 1935 von Gerhard Domagk ent-
deckt wurde (Domagk, 1935; Grundmann, 2001). Antibiotika werden in der Veterindrmedizin
fiir die Therapie bakterieller Infektionskrankheiten weltweit in groBen Mengen (ca. 742 t in
Deutschland, siche Tabelle 1-1) eingesetzt (Awad et al., 2014; Boxall et al., 2004; BVL, 2017).
Sie unterliegen dem Arzneimittelgesetz und sind verschreibungspflichtig. Insbesondere in der
intensiven Tierhaltung sind neben der therapeutischen Gabe auch metaphylaktische Behand-
lungen ganzer Tierbestinde hiufig. Hierdurch werden auch nicht erkrankte Tiere einer medi-
kamentdsen Behandlung unterzogen. Dem Ausbruch von Krankheiten, welcher mit dem Ver-
lust zahlreicher Tiere einhergehen kann, soll so entgegengewirkt werden (Mohring et al., 2009).
Die metaphylaktische Behandlung sieht die Verabreichung von Veterindrantibiotika an die
ganze Tierherde vor, wenn eine kleine Anzahl von Tieren Symptome einer Erkrankung zeigt
und belegt werden kann, dass der Erreger die noch gesunden Tiere infizieren kann. Zudem war
vor 2006 der Einsatz von Veterindrantibiotika als Wachstums- und Leistungsforderer in der
Tiermast in Europa weit verbreitet (Kumar et al., 2005a). Hierbei erfolgte die Verabreichung
als Futterzusatzstoff in subtherapeutischen Konzentrationen um die Futtereffizienz zu verbes-
sern und so das Wachstum der Tiere zu fordern. Dadurch konnte — vor allem bei unzureichender
Stallhygiene — eine schnellere und kostengiinstigere Aufzucht der Nutztiere ermoglicht werden
(Boxall et al., 2003). Als Futterzusatzstoffe unterlagen diese den rechtlichen Bestimmungen
des Futtermittelgesetzes und dem Zulassungsverfahren geméf Verordnung (EG) Nr. 1831/2003
(VO (EG) Nr. 1831/2003, 2003). Ein Problem der subtherapeutischen Gaben besteht moglich-
erweise in der Forderung der Entwicklung von Resistenzgenen in der Umwelt (Smith et al.,
2002), weshalb der Einsatz von Veterindrantibiotika als Wachstums- und Leistungsforderer in
der Tiermast zum 1. Januar 2006 europaweit verboten wurde (Christian et al., 2003). In weiten
Teilen der Welt (z.B. USA, China und Brasilien) ist dies immer noch gédngige Praxis. In den
USA sind beispielsweise weiterhin insgesamt zehn Antibiotika als Leistungsforderer zugelas-
sen, darunter Chlortetracyclin (Arikan et al., 2009b; Sarmah et al., 20006).
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1.2 Verbrauchserhebungen

Antibiotika werden in hohen Tonnagen fiir die Gesunderhaltung von Mensch und Tier einge-
setzt. Der weltweite Antibiotikaverbrauch in der Veterindrmedizin wurde im Jahr 2010 auf
63.200 Tonnen geschétzt. Bis 2030 wird ein Anstieg auf 105.600 Tonnen erwartet (Center for
Disease Dynamics, Economics & Policy, 2015; van Boeckel et al., 2015; Wise, 2002).

Verkaufsmengen von Tierarzneimitteln in der Européischen Union werden seit 2010 in einem
Projekt der European Medicines Agency (EMA) mit dem Titel European Surveillance of Vete-
rinary Antimicrobial Consumption (ESVAC) aufgelistet. Die aktuellsten Daten stammen aus
dem Jahr 2015. Demnach wurden insgesamt 8.360 t Antibiotika in der EU verkauft (EMA,
2017). Fiir Deutschland liegen seit sieben Jahren genauere Informationen zu Antibiotika-Ab-

gabemengen vor (Kapitel 1.2.1).

1.2.1 Abgabemengen von Veterinirantibiotika in Deutschland

Seit 2011 sind pharmazeutische Unternehmen und GroBhéndler gesetzlich verpflichtet die an
Tierdrzte abgegebenen Antibiotika zu melden. Das Arzneimittelgesetz (AMG) und die DIMDI-
Arzneimittel-Verordnung (DIMDI-AMYV) bilden hierzu die Rechtsgrundlagen. Die Daten wer-
den iiber das Tierarzneimittel-Abgabemengenregister beim Deutschen Institut fiir Medizinische
Dokumentation und Information (DIMDI) erfasst und vom Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) im Folgejahr veroffentlicht. Bei Betrachtung der iibermittel-
ten Daten (Tabelle 1-1), hat sich die Gesamt-Abgabemenge zwischen den Jahren 2011 und
2016 von 1.706 t auf 742 t um 56,5 % verringert. Dennoch sind dies bedeutende Mengen.

Tabelle 1-1: Vergleich der Antibiotika-Abgabemengen von 2011 bis 2016 (BVL, 2017).

Wirkstoffklasse Abgabemenge [t]

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Aminoglycoside 47 40 39 38 25 26
Cephalosporine der 1. Generation 2,0 2,0 2,0 2,1 1,9 2,0
Cephalosporine der 3. Generation 2,1 2,5 2.3 2.3 2.3 2.3
Cephalosporine der 4. Generation 1,5 1,5 1,5 1,4 1,3 1,1
Fenicole 6,1 5,7 5,2 5,3 5,0 5,1
Fluorchinolone 8,2 10,4 12,1 12,3 10,6 9,3
Folsdureantagonisten 30 26 24 19 10 9,8
Lincosamide 17 15 17 15 11 k. A.
Makrolide 173 145 126 109 52 55
Penicilline 528 501 473 450 299 279
Pleuromutiline 14 18 15 13 11 9,9
Polypeptid-Antibiotika 127 124 125 107 82 69
Sulfonamide 185 162 152 121 73 69
Tetracycline 564 566 454 342 221 193
Summe 1706 1619 1452 1238 805 742
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Die aktuellsten Zahlen stammen aus dem Jahr 2016 (Abbildung 1-1). Aus den Daten geht her-
vor, dass 2016, wie in den Jahren zuvor, die Wirkstoffgruppe der Penicilline am héufigsten an
deutsche Tierédrzte abgegeben wurde. Die jahrliche Abgabemenge betrug rund 279 t, dies ent-
spricht 37,6 % der gesamten Abgabemenge. Darauf folgen Tetracycline mit 193 t (26 %), Po-
lypeptid-Antibiotika und Sulfonamide mit je 69 t (9,3 %) sowie Makrolide mit 55 t (7,4 %).
Der Vergleich mit anderen europédischen Landern zeigt, dass Tetracycline, Sulfonamide und $-
Lactam-Antibiotika auch dort die mengenméfig am héufigsten eingesetzten Wirkstoffgruppen
darstellen (Grave et al., 2010).

Insbesondere Fluorchinolone und Cephalosporine der 3. und 4. Generation gelten als soge-
nannte ,,Reserveantibiotika® im Humanmedizinbereich (WHO, 2011). Sie wirken — zumindest
in den meisten Féllen — noch gegen multiresistente Keime. Der Einsatz dieser Wirkstoffe in der
Tierhaltung ist gemaf den Leitlinien der Bundestierdrztekammer ,,fiir den sorgfaltigen Umgang
mit antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln* restriktiv zu handhaben (BTK, 2015; Schramm
et al., 2017). Die Abgabemengen der Fluorchinolone stiegen von 8,2 Tonnen im Jahr 2011 auf
9,3 Tonnen im Jahr 2016 an (Steigerung um 13 %). Dieser Trend wird als sehr kritisch einge-
stuft.

Die erhobenen Daten lassen jedoch nur bedingt Riickschliisse auf die tatsdchlichen regionalen
Verbrauchsmengen zu. Auch zu welcher Behandlung, bei welcher Tierart und in welcher Do-
sierung ein bestimmtes Praparat eingesetzt wurde, ldsst sich nicht riickverfolgen. Lediglich fiir
Masttiere ab einer bestimmten Bestandsgrof3e wird die Therapiehdufigkeit seit Juli 2014 halb-
jéhrlich erfasst und den Behdrden der Lénder zur Verfiigung gestellt. Dies basiert auf der 16.
AMG-Novelle. Einige Studien stellten zudem heraus, dass der grofite Anteil der verbrauchten
Antibiotika auf die Nutztierhaltung (99 %) entfillt (BfR, 2016b; Wallmann et al., 2016).

Abbildung 1-1: Antibiotika-Abgabemengen an Tierdrzte im Jahr 2016 (BVL, 2017).
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1.3 Rechtliche Regelungen zu Veterinirantibiotika

Das Gesetz iiber den Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz - AMG) regelt auf natio-
naler Ebene die Zulassung und das Inverkehrbringen von Arzneimitteln fiir die Anwendung an
Mensch und Tier (AMG, 2017). Auf europdischer Ebene regelt die Richtlinie 2001/82/EG die
Durchfiithrung von Umweltvertriglichkeitspriifungen bei der Neuzulassung von Arzneimitteln
innerhalb der européischen Union (Richtlinie 2001/82/EG, 2001; Spielmeyer et al., 2017a) .

1.3.1 Zulassungsverfahren

Im Rahmen der Zulassung neuer Arzneimittel ist laut Gesetz — neben Angaben zu der Unbe-
denklichkeit fiir Mensch und Tier, der Wirksamkeit und der Qualitidt — eine Bewertung des
Umweltverhaltens verpflichtend (§ 22 (3c) AMG; Richtlinie 2001/82/EG). Unternehmen, die
das Arzneimittel in Verkehr bringen mochten, miissen die Umweltrisikobewertung vornehmen.
Die Bewertung der eingereichten Daten obliegt in Deutschland dem Umweltbundesamt (UBA).
Fiir die Zulassung ist das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
zustidndig. Bei der Identifizierung eines Umweltrisikos kann die Substanz mit Auflagen zum
Schutz der Umwelt zugelassen werden (§ 28 AMG). Das Vorgehen bei der Durchfiihrung von
Umweltvertraglichkeitspriifungen fiir Tierarzneimittel ist seit 1998 europaweit einheitlich iiber
EMA-Leitfaden geregelt (EMA, 2016). Im ersten Schritt ist demnach die erwartete Konzentra-
tion eines Wirkstoffes in der Umwelt (Predicted Environmental Concentration, PEC) unter Be-
riicksichtigung der Einsatzmengen zu ermitteln. Werden hierbei bestimmte Schwellen- bzw.
Triggerwerte iiberschritten (z.B. PECgoden > 100 pg kg'') sind weitere dkotoxikologische Un-
tersuchungen durchzufiihren. Fiir zahlreiche sich derzeit auf dem Markt befindliche ,,Alt-Wirk-
stoffe/Priparate®, die vor der rechtlichen Verankerung der Forderung einer Umweltrisikobe-
wertung im Zuge des Zulassungsverfahrens (1998) auf den Markt gebracht wurden, liegen
keine 6kotoxikologischen Risikoanalysen vor. Zu diesen ,,Alt-Wirkstoffen* zahlen auch die im
Rahmen dieser Arbeit im Fokus stehenden Wirkstoffe Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfame-
thazin und Sulfamethoxazol. Viele Autoren wiesen bereits vor geraumer Zeit auf die Bewer-
tungsliicken im Hinblick auf die Umweltrelevanz der Wirkstoffe hin (Hamscher et al., 2002;
Tolls, 2001; Winckler and Grafe, 2001). Aufgrund dieser Erkenntnisse/Hinweise setzt sich das

Umweltbundesamt derzeit fiir ein Altwirkstoffprogramm ein (Kiister et al., 2013).

1.3.2 Riickstandshochstmengen-Regelungen in Lebensmitteln und Grundwasser

Bislang sind lediglich fiir Lebensmittel tierischen Ursprungs (z.B. Fleisch, Eier, Milch, Honig)
Riickstandshdchstmengen in Bezug auf pharmakologisch wirksame Stoffe iiber die Verordnung
(EG) Nr. 470/2009 in Verbindung mit der Verordnung (EU) Nr. 37/2010 gesetzlich geregelt
(VO (EG) Nr. 470/2009, 2009; VO (EU) Nr. 37/2010, 2010). Die festgelegten Riickstands-
hochstmengen (Maximum Residue Limit, MRL) haben den gesundheitlichen Schutz des Ver-
brauchers zum Ziel. Zur Priifung der Unbedenklichkeit der Lebensmittel wird seit 1989 die

Einhaltung der Hochstmengen- bzw. Hochstgehalte, sowie der Einsatz verbotener und nicht
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zugelassener Stoffe iber Monitoring-Programme der Lander kontrolliert. Grundlage hierfiir bil-
det der Nationale Riickstandskontrollplan (NRKP)! (BfR, 2016a). Dariiber hinaus werden in
Verbindung mit den Hochstmengen Wartezeiten festgelegt, die nach der Behandlung eines Tie-
res und der von diesem Tier gewonnenen Lebensmittel eingehalten werden miissen, um Wirk-
stoffriickstdnde in den Lebensmitteln zu vermeiden. Fiir pflanzliche Lebensmittel sind hingegen

derzeit keine Grenzwerte gesetzlich geregelt.

Des Weiteren beinhaltet weder die deutsche Grundwasserverordnung (GrwV, 2017), noch die
europdische Grundwasserrichtlinie (Richtlinie 2006/118/EG, 2006) Grenzwerte fiir Antibio-
tika. Aufgrund dessen werden derzeit keine Grundwasserproben systematisch im Rahmen von
Monitoring-Programmen der Linder auf Antibiotikariickstdnde untersucht (Hannappel et al.,
2016). Auch die Trinkwasserverordnung sieht keine expliziten Grenzwerte fiir Arzneimittel vor
(TrinkwV, 2018), iiber § 6 (1) TrinkwV werden lediglich allgemeine Einschrankungen vorge-
nommen. Demnach diirfen im Trinkwasser chemische Stoffe nicht in gesundheitsschiadlichen
Konzentrationen enthalten sein. Im Zuge dessen gibt das Umweltbundesamt nach Anhdrung
der Trinkwasserkommission einen gesundheitlichen Orientierungswert (GOW) fiir bisher teil-
oder nicht berwertbarer Stoffe in Hohe von 0,1 pg L! vor. Dieser dient lediglich als Vorsorge-
wert und ldsst bei lebenslangem taglichen Konsum von 1 bis 2 Litern Trinkwasser keine ge-
sundheitliche Gefiahrdung erwarten (UBA, 2003). Auch die Mineral- und Tafelwasser-Verord-

nung enthilt derzeit keinen Grenzwert fiir Antibiotika?.

1.4 Mbogliche Eintragswege von Antibiotika in die Umwelt

Die kontinuierliche und hohe Antibiotikagabe in der Veterindr- und Humanmedizin macht es
erforderlich die Eintragswege dieser Substanzen in die Umwelt ndher zu untersuchen (Abbil-
dung 1-2). Die Wirkstoffe werden z. T. unverdndert und/oder metabolisiert vom Organismus
ausgeschieden (Ratsak et al., 2013; Widyasari-Mehta et al., 2016a; Wolters et al., 2016). Hu-
manarzneimittel gelangen in Industrieldndern vor allem {iber die Kanalisation in die Klédranla-
gen. Werden die Substanzen in der Klaranlage durch die verschiedenen Reinigungsstufen nicht
zuriickgehalten bzw. eliminiert, konnen diese iiber geklértes Abwasser in Oberflichengewésser
gelangen (Hamscher et al., 2002; Kiimmerer, 2004). Aus Verdffentlichungen geht hervor, dass
nach der Medikation von Tierbestinden mit Antibiotika hohe Konzentrationen der verabreich-
ten Wirkstoffe bzw. deren Metabolite in der Giille nachweisbar sind (Elmund et al., 1971; Hal-
ling-Serensen et al., 2002; Pan et al., 2011; Ratsak et al., 2013; Sarmah et al., 2006; Widyasari-
Mehta et al., 2016a; Wolters et al., 2016) (Kapitel 1.5). Bevor die Ausbringung der Giille auf
landwirtschaftliche Nutzfldchen erfolgt, wird diese gemiR der guten landwirtschaftlichen Pra-

! Im Rahmen des Nationalen Riickstandskontrollplanes wurden im Jahr 2014 insgesamt 17.572 Lebensmittelproben tierischen Ursprunges auf
antibakteriell wirksame Stoffe untersucht. Lediglich 16 Proben (0,09 %) enthielten Gehalte oberhalb der vorgeschriebenen Riickstandshochst-
mengen (BfR (2016a).

2 Die allgemeine Verwaltungsvorschrift iiber die Anerkennung und Nutzungsgenehmigung von natiirlichem Mineralwasser (AVV, 2001) be-
inhaltet fiir PSM-Metabolite und Arzneimittelriickstinde einen Orientierungswert von 0,05 pg L. Dieser gilt als Kriterium fiir die Beurteilung
der urspriinglichen Reinheit von natiirlichem Mineralwasser, ist rechtlich jedoch nicht verbindlich (VGH Baden Wiirttemberg, 2013).
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xis einer mehrmonatigen Lagerung und/oder Fermentation unterzogen (Kapitel 1.5.3). Wéh-
rend dieser Vorbehandlung kdnnen in der Giille enthaltene Antibiotika Eliminierungsprozessen
unterliegen, die durch den (a)biotischen Abbau und die Sorption an die Feststoffmatrix der
Gille bedingt sein konnen (Szatmari et al., 2011). Die Riickstandsgehalte an Tetracyclinen und
Sulfonamiden in Giille bewegen sich laut Literaturdaten im oberen pgkg'!- bis mittleren
mg kg'-Bereich (Hamscher, 2008; Hamscher and Mohring, 2012; Widyasari-Mehta et al.,
2016b). Bei der Nutzung von Giille und Kldrschlamm als Diinger werden folglich hohe Mengen
an Antibiotika sowie deren Metabolite und ggf. auch Transformationsprodukte® in den Boden
eingetragen. Im Boden kann je nach Wirkstoffeigenschaften die Sorption an Bodenminerale
und/oder organischem Material eine grole Rolle spielen und so eine Anreicherung der Wirk-
stoffe im Boden bewirken. Insbesondere gut wasserlosliche Verbindungen, welche moglicher-
weise zu einem Grofiteil im Bodenporenwasser verfiigbar sind, konnen ggf. biotischen Abbau-
prozessen unterliegen. Eine Verlagerung dieser Substanzen vom Boden in das Grundwasser
(leaching) und/oder deren Aufnahme in pflanzliche Lebensmittel (Carry-over) ist ebenfalls
denkbar (Boxall et al., 2004; Dolliver et al., 2007; Grote et al., 2009; Kumar and Gupta, 2016;
Tolls, 2001). Zudem kann ein Abfluss (run-off) von Ackerflichen in nahegelegene Oberfla-
chengewdsser aufgrund starker Regengiisse erfolgen (Bailey et al., 2015; Burkhardt et al., 2005;
Davis et al., 2006; Kay et al., 2005). Durch die Anwendung von Antibiotika in der Fischzucht
(Aquakultur) konnen ebenfalls Wirkstoffriickstinde und Resistenzgene in Fischen und Fisch-
mehl verbleiben. Auch in den Sedimenten unterhalb von Fischfarmen wurden bereits Antibio-

tikariickstinde nachgewiesen (Samuelsen et al., 1992).

Antibiotikagabe in der Veterindarmedizin Antibiotikagabe in der Humanmedizin

" Haupteintragsquelle: Haupteintragsquelle: | ;‘
Gulle Klaranlage

Infiltration in

Auswaschung in
das

Ubergang in die

Pflanze Oberflachengewasser |
Grundwasser

Abbildung 1-2: Mogliche Eintragspfade von Antibiotika in die Umwelt durch deren Verwen-
dung in der Human- und Veterindrmedizin.

3 Metabolit: entsteht im Korper des Zielorganismus und wird in die Umwelt exponiert; Transformationsprodukt: entsteht in der Umwelt bzw.
in den Ausscheidungsprodukten der Zielorganismen, z.B. der Giille (Hannappel et al., 2016).
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Der Mensch kann somit einer unerwiinschten Aufnahme von Antibiotika tiber die Nahrungs-
ketten (v.a. liber tierische und in geringem Mafle pflanzliche Lebensmittel sowie Trinkwasser)
ausgesetzt sein (Vockel, 2005). Hamscher et al. zeigten zudem, dass Staubpartikel in Schwei-
nestéllen einen ,,Cocktail* an Antibiotika enthalten konnen (Hamscher et al., 2003b). Insbeson-
dere Landwirte und Tierédrzte sind dieser ungewollten Antibiotika-Exposition {liber das Einat-

men von Stallstduben ausgesetzt.

1.5 Antibiotikariickstinde in Rindergiille

Laut Diingegesetz ist Giille definiert als ,,Wirtschaftsdiinger aus allen tierischen Ausscheidun-
gen, auch mit geringen Mengen Einstreu oder Futterresten oder Zugabe von Wasser, dessen
Trockensubstanzgehalt 15 vom Hundert nicht iibersteigt* (DiingG, 2017). Giille stellt somit ein
sehr inhomogenes Gemisch aus festen und fliissigen Bestandteilen dar. Die hohen und konti-
nuierlichen Antibiotikagaben in der Veterinirmedizin machen es erforderlich die Riickstinde
in der Giille zu ermitteln, um Eintrdge liber Diingemittel in die Umwelt abschétzen zu konnen.
Basierend auf dem Verbrauch (Abbildung 1-1) ist davon auszugehen, dass jahrlich tausende
von Tonnen Antibiotika iiber Diingemittel weltweit in die Umwelt gelangen (Selvam and
Wong, 2017)*. Da Giille vor deren Ausbringung auf landwirtschaftliche Nutzflichen gelagert
und vorbehandelt wird, ist somit die Untersuchung nach verschiedenen Giillelagerungen und
Zeiten kurz vor deren Ausbringung sinnvoll. So konnen Aussagen iiber die Stabilitdt und Per-
sistenz der Wirkstoffe im Zuge der Vorbehandlung getroffen werden. Zudem ist es moglich die
Konzentrationen, welche tatséchlich iiber die Diingung in den Boden eingetragen werden, ab-
zuschdtzen. Dies kann nach dem Prinzip der vorhergesagten Umweltkonzentration erfolgen
(PEC — predicted environmental concentration). Die detektierte Antibiotikakonzentration in der

Giille und die ausgebrachte Giillemenge konnen hierzu verwendet werden.

1.5.1 Tierische Ausscheidungsraten von Antibiotika

Die Ausscheidungsraten der Antibiotika werden maf3geblich von deren Molekiilstruktur, der
Dosierung, der Art der Verabreichung, der Tierart und dem Alter der Tiere bestimmt (Boxall et
al., 2003; Kroker, 1983). Wéhrend rund 75 % bis 90 % der Tetracycline meist unmetabolisiert
tiber Urin und Fézes ausgeschieden werden (Kumar et al., 2005a; Winckler and Grafe, 2001),
wurden flir Sulfonamide geringere Ausscheidungsraten von ca. 50 % und das Auffinden von
Mischungen der Ursprungssubstanzen und im Tier gebildeter Metabolite berichtet (Boxall et
al., 2002; Kumar et al., 2005a; Winckler and Grafe, 2001). Nach der Verabreichung von Sulfa-
methazin an Schweinen waren beispielsweise noch 47 % dieses Antibiotikums in der Giille
nachweisbar. 50 % davon lag als Metabolit N-Acetyl-Sulfamethazin vor (Berger et al., 1986).

Haufig sind metabolisierte Antibiotika antibiotisch nicht mehr aktiv. Heuer et al. beobachteten

* In Europa werden iiber die Tierzucht jéhrlich 1.578 Millionen Tonnen Giille und Festmist produziert. Fiir Deutschland werden 232 Millionen
Tonnen jahrlich angenommen (Holm-Nielsen et al., 2009).
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jedoch bei den N-acetylierten Hauptmetaboliten von Sulfonamiden bereits Deacetylierungspro-
zesse im Laufe der Giillelagerung und einhergehend damit Riickumwandlungen in die antibio-
tisch aktiven Ausgangssubstanzen (Boxall et al., 2002; Garcia-Galan et al., 2008; Heuer et al.,
2011; Hirsch et al., 1999; Le-Minh et al., 2012). Der Grof3teil der Antibiotika aus den tierischen
Exkrementen wird liber die Giillediingung in die Umwelt eingetragen (Wallace and Aga, 2016).
Eine direkte Kontamination landwirtschaftlicher Nutzflachen kann durch Ausscheidungen von

Weidevieh erfolgen (Jorgensen and Halling-Serensen, 2000).

1.5.2 Nachgewiesene Antibiotikamengen in Giille - Stand der Literatur

Aus bislang publizierten Daten aus Monitoringstudien zum Vorkommen von Antibiotika in tie-
rischen Ausscheidungen geht hervor (Tabelle A-1 und Tabelle A-2), dass sich Riickstands-
gehalte an Tetracyclinen und Sulfonamiden auch bei ordnungsgemiflem Antibiotikaeinsatz im
oberen pg kg!- bis mittleren mg kg!-Bereich bewegen (Blackwell et al., 2005; Hamscher and
Mohring, 2012; Kumar et al., 2004; Wang et al., 2017; Widyasari-Mehta et al., 2016a). Haufig
sind die Probenahmen anonymisiert, sodass nur wenige Daten zum Medikamenteneinsatz (Do-
sierung, Behandlungsdauer), dem Alter und Gewicht der behandelten Tiere, den Zeiten zwi-
schen der letzten Gabe und der Probenahme oder den Lagerungsbedingungen der Giille vorlie-
gen, was einen direkten Datenvergleich nahezu unmdoglich macht. Die in tierischen Ausschei-
dungen detektierten Gehalte sind um einiges hoher als die Konzentrationen im Boden und in
Oberflachengewissern (Dolliver et al., 2008). Griinde hierfiir sind u.a. Verdiinnungseffekte
(z.B. Unterpfliigen, Beimengungen von Wasser) oder Sorption, Abbau und Transformation der
Wirkstoffe. In Deutschland sind insbesondere Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen Bun-
desldnder mit hoher Viehbesatzdichte, sodass dort jéhrlich groBe Mengen an Giille anfallen
(Béurle and Tamasy, 2012). Hamscher et al. wiesen in Schweinegiille, welche zur Beaufschla-
gung niedersichsischer Bodendauerbeobachtungsfliichen eingesetzt wurde, 4 mg kg! Tetra-
cyclin sowie 0,1 mg kg Chlortetracyclin nach (Hamscher et al., 2002). In anderen Studien
untersuchten Hamscher et al. elf Schweine- und Rindergiilleproben. In 73 % der Proben konn-
ten Positivbefunde ermittelt werden. Riickstdnde an Tetracyclin und Chlortetracyclin wurden
in einem Konzentrationsbereich von 0,1 — 45,3 mg kg™! detektiert. Epimerisierungs- und Iso-
merisierungsprodukte der Tetracycline wurden ebenfalls nachgewiesen. Auch Sulfadiazin bzw.
Sulfamethazin waren bis zu einem Gehalt von 2,9 mg kg™!' nachweisbar. Zudem waren bis zu
vier Wirkstoffe in einer Probe enthalten (Hamscher et al., 2003a; Hoper et al., 2002). Im Rah-
men einer weiteren Studie wurden 344 Schweinegiilleproben auf Riickstdnde von Sulfonami-
den und Tetracyclinen untersucht. Die Giilleproben stammten aus Betrieben der Region Weser-
Ems in Niedersachsen. In 76,5 % der Proben konnte mindestens ein Antibiotikum nachgewie-

sen werden. In 43 % der Proben lag mehr als ein Wirkstoff vor (Engels, 2004).

Die aufgefiihrten Antibiotikakonzentrationen welche in Giille deutscher Landwirtschaftsbe-
triebe nachgewiesen werden konnten, stimmen sehr gut mit erhobenen Monitoringdaten anderer
Lander iiberein. In Giilleproben Schweizer Landwirtschaftsbetriebe betrugen die Riickstands-

konzentrationen an Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethazin und Sulfathiazol in Summe 0,3 —
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23,7 mg kg'! (Haller et al., 2002). Auch in den Niederlanden konnten hohe Konzentrationen an
Tetracyclinen in Giille nachgewiesen werden (Berendsen et al., 2015). Studien aus Didnemark
berichten von Maximalkonzentrationen an Chlortetracyclin in Schweinegiille bis
15,7 mg kgrvm™'. Das Epimer des Chlortetracyclins konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Die
Maximalkonzentration betrug 14,1 mg kgrm™' (Jacobsen and Halling-Serensen, 2006). In Os-
terreich fithrte das Umweltbundesamt zahlreiche Giilleuntersuchungen durch. In Studien von
Martinez-Carballo wurden beispielsweise 30 Schweinegiilleproben von Mastanlagen auf Tet-
racycline und Sulfonamide untersucht. Fiir Chlortetracyclin konnten die Autoren einen Maxi-
malgehalt von 46 mg kg! ermitteln. Auch Sulfamethazin wurde in 18 von 30 Giilleproben
nachgewiesen (Martinez-Carballo et al., 2007). In China wurden ebenfalls sehr hohe Antibio-
tikagehalte in Giille analysiert. Etwa 210.000 Tonnen Antibiotika werden jéhrlich in China pro-
duziert, 48 % davon entfallen auf die Landwirtschaft und Viehwirtschaft (Luo et al., 2010).
Zhou et al. untersuchten Ausscheidungen von Schweinen und Milchvieh verschiedener Farmen
in Sidchina. In drei Schweinefarmen konnten in Ausscheidungen von Ferkeln 78,1 —
97,6 mg kg™! Chlortetracyclin, 0,05 — 2,2 mg kg™! Doxycyclin und 0 bis 0,25 mg kg™ Sulfame-
thazin nachgewiesen werden. In Exkrementen von Sauen betrug der Gehalt an Chlortetracyclin
2,4 — 77,6 mg kg'!, der Gehalt an Doxycyclin bewegte sich zwischen 0,02 und 0,3 mg kg™
Sulfamethazin war nicht oder im einstelligen pg kg™!-Bereich (6,75 ug kg'!) nachweisbar. Die
Antibiotikakonzentrationen in Giille von Milchvieh waren deutlich geringer. Hier betrug der
Gehalt an Chlortetracyclin maximal 1,5 mg kg™!. Die niedrigeren Gehalte im Vergleich zur
Schweinegiille erkldrten die Autoren u.a. liber die Art der Antibiotikagabe. Diese erfolgte bei
Schweinen {iber das Futter (Bestandsbehandlung), wihrend das Milchvieh Antibiotika injiziert
bekam (Einzeltierbehandlung) (Zhou et al., 2013). In China sind zudem zahlreiche Antibiotika,
darunter Chlortetracyclin, als Wachstumsforderer erlaubt. Demnach sind die gefundenen Ge-
halte auch sehr stark von der Dosierung der Wirkstoffe, je nach dem Zweck der Anwendung
(Wachstumsforderung, Privention und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten, Futtermittel-
zusatzstoff), abhingig.

1.5.3 Giillevorbehandlung und Verarbeitung
1.5.3.1 Fermentation und Lagerung

Die Giillezusammensetzung in Bezug auf den Nahrstoffgehalt, die organische Substanz sowie
Mineralstoffen ist von zahlreichen Faktoren wie z.B. der Tierart, der Fiitterung, der Zuleitung
von Niederschlagswasser und der Dauer und Art der Giillelagerung abhéngig. Ein GroBteil der
Gille wird vor deren Ausbringung iiber mehrere Tage bis Monate einer anaeroben Fermenta-
tion (z.B. in Giilletanks) oder aeroben Lagerung (z.B. als Hofdung) unterzogen (Jorgensen and
Halling-Serensen, 2000; Oenema et al., 2007). In Europa betrigt die durchschnittliche Lage-
rungsdauer etwa drei Monate (Slana and Dolenc, 2013). Durch die Vorbehandlung soll insbe-
sondere die Pflanzenverfiigbarkeit des darin enthaltenen Stickstoffs und die Infiltrationseigen-

schaften der Giille durch Abbau von Feststoffen verbessert werden. Zudem ist die Lagerung
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insbesondere in Monaten, in denen gesetzlich vorgeschriebenes Diingeverbot herrscht (§ 6 Abs.
8 DiiV), unabdingbar (DiiV, 2017). Aus Monitoringdaten ist ferner ersichtlich, dass eine fer-
mentative Giillevorbehandlung zu deutlich niedrigeren Riickstandskonzentrationen an Antibi-
otika fiihren kann (Motoyama et al., 2011) (vgl. Tabelle A-1 und Tabelle A-2).

1.5.3.2 Verwendung in Biogasanlagen

Auch die Verwendung von Giille als Co-Substrat fiir die wirtschaftliche Methanerzeugung in
Biogasanlagen gewinnt zunechmend an Bedeutung (Weiland, 2010). Die Gérreste der Biogas-
produktion werden ebenfalls als organische Diingemittel eingesetzt (Wolters et al., 2016). In-
sam et al. stellten die gesteigerte mikrobielle Aktivitidt und auch die verbesserte Ausbringung
aufgrund der Homogenitét als Vorteile der Verwendung fermentativer Riickstidnde als Diinge-
mittel heraus (Insam et al., 2015). Weiterfiihrend konnte bei der Verwendung von Giille als
Substrat fiir Biogasanlagen in den Fermentationsriickstinden Antibiotika detektiert werden.
Spielmeyer et al. zeigten jedoch, dass im Falle des Sulfamethazins und Chlortetracyclins die
Antibiotikakonzentration im Giillesubstrat (input) deutlich hoher war als in den Gérriickstdnden
(output) der Biogasanlage (Ratsak et al., 2013; Spielmeyer et al., 2015; Spielmeyer et al., 2014;
Widyasari-Mehta et al., 2016a). Einige Veterindrantibiotikariickstdnde in der Giille kénnen je-
doch einen negativen Effekt auf die Methanproduktion haben und sind somit insbesondere in
Giille, welche als Co-Substrat in Biogasanlagen zugefiihrt werden soll, unerwiinscht (Alvarez
et al., 2010; Bauer et al., 2014; Lallai et al., 2002; Massé et al., 2000; Mitchell et al., 2013). So
berichteten Alvarez et al. von einer Reduzierung der Methanproduktion von iiber 50 % welche
durch die Anwesenheit von Chlortetracyclin und Oxytetracyclin in der Giille induziert wurde
(Alvarez et al., 2010). Auch Massé¢ et al. untermauerten diese Erkenntnisse durch dhnliche Stu-
dien. So konnten sie zeigen, dass bei der Gabe von Penicillin und Tetracyclin an Schweine in
deren hochstverordneten Konzentration die Methanproduktion um 35 % und 25 % reduziert
wurde (Massé et al., 2000). Untersuchungen von Gans et al. zeigten zudem eine erhdhte Ab-
nahme der Methanbildung (ca. 25 %) mit zunehmender Chlortetracyclinkonzentration
(200 mg kgrv™!) in der Giille (Gans et al., 2010). Andere Antibiotika, darunter Sulfamethazin
(getesteter Konzentrationsbereich: 0,28 — 280 mg L) und Sulfamethoxazol (getesteter Kon-
zentrationsbereich: 6 — 100 mg L), zeigten keine signifikanten inhibitorischen Effekte auf die
Methanproduktion (Gartiser et al., 2007; Mitchell et al., 2013; Mohring et al., 2009).
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1.6 Antibiotikariickstinde im Boden durch Eintrag von Giille

Die Einarbeitung von Giille in Ackerbdden erfolgt nach guter landwirtschaftlicher Praxis im
Friihjahr und Herbst. Sie dient der Nahrstoffzufuhr zur besseren Bewirtschaftung und sollte
gemal den Nahrstoffbediirfnissen des Bodens und des darauf angepflanzten Saatgutes ange-
wandt werden (D'Angelo, 2017; Kumar et al., 2005a). Das organische Material und insbeson-
dere die Anwesenheit von Stickstoff und Phosphor in der Giille sollen das Wachstum von Pflan-
zen und die Qualitdt der landwirtschaftlichen Boden verbessern (Wong et al., 2017). In der
Giille enthaltene Antibiotika, aber auch (unbekannte) Metabolite und Transformationsprodukte,
konnen durch den Einsatz von Giille als organische Diingemittel in den Boden eingetragen wer-
den (Hamscher et al., 2000; Jechalke et al., 2014; Tolls, 2001). Die Béden stellen einen natiir-
lichen Filter fiir viele Schadstoffe dar und senken deren Bioverfiigbarkeit im Naturkreislauf.

Festlegungs-, Verlagerungs-, Abbau- und Transformationsprozesse sind hieran beteiligt.

1.6.1 Verhalten von Antibiotika im Boden

Die Verfiigbarkeit von Antibiotika im Boden ist mafgeblich von deren Sorptionsneigung an
Bodenbestandteile abhédngig. Fiir das Sorptions- und Fixierungsverhalten von Antibiotika im
Boden sind deren Wirkstoffeigenschaften wie Wasserldslichkeit, Lipophilie, Fliichtigkeit und
das Dissoziationsverhalten verantwortlich (Kumar et al., 2005b). Zudem spielen die physika-
lisch-chemischen Bodeneigenschaften wie der Gehalt an organischem Kohlenstoff, der Me-
talloxidgehalt, die Ionenstirke der Bodenldsung, die Kationenaustauschkapazitidt und der Ton-
gehalt, sowie die Bodentextur und der pH-Wert eine entscheidende Rolle (Chen et al., 2017;
Doretto et al., 2014; Holten Liitzheft et al., 2000; Langhammer, 1989; Tasho and Cho, 2016;
Thiele-Bruhn, 2003; Wegst-Uhrich et al., 2014). Durch die Sorption der Wirkstoffe an Bestand-
teile des Bodens, kann deren Mobilitdt und Reaktivitét, sowie deren Bioverfiigbarkeit fiir den
mikrobiellen Abbau reduziert sein (Hatzinger and Alexander, 1997; Miller et al., 2016). Auch
das antibiotische Potential der Wirkstoffe kann insbesondere durch die Beteiligung antibakte-
riell wirksamer Gruppen bei der Sorption und Fixierung an Bdden herabgesetzt werden (Hal-
ling-Serensen et al., 2003; Ingerslev and Halling-Serensen, 2000). Zunichst ldsst sich die Mo-
bilitit der Antibiotika im Boden iiber den Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient Kow grob ab-
schitzen (Wegst-Uhrich et al., 2014) (Gl. 1-1). Hierdurch wird die Loslichkeit einer Substanz
in einem polaren bzw. unpolaren Losungsmittel beschrieben. Er dient als MaB fiir die mogliche
Anreicherung einer Substanz — z.B. in tierischen Fetten, pflanzlichen Wachsen oder in Humin-
stoffen des Bodens. Ein hoher Kow-Wert kann, sofern keine Metabolisierung oder Transforma-
tion des jeweiligen Stoffes erfolgt, zu einer starken Bio- oder Geoakkumulation fiihren (Fent,
2007).

Coktanol

Kow = (GL. 1-1)

Cwasser

Der Kow-Wert beriicksichtigt insbesondere hydrophobe Wechselwirkungen und ist daher gut

geeignet fiir die Vorhersage des Sorptionsverhaltens ungeladener, unpolarer Substanzen mit
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log Kow-Werten grofler vier (Scheffer et al., 2010). Viele Veterindrantibiotika sind ionische
Verbindungen mit Dissoziationskonstanten (pKa.-Werten) im pH-Bereich des Bodens. Die
Wirkstoffe konnen daher in der Umwelt als negativ, neutral, zwitterionisch oder positiv gela-
dene Spezies vorliegen. Je nach vorliegender Spezies konnen Interaktionen mit dem Boden
iiber elektrostatische Anziehungen, Oberflichenkomplexierungen, Wasserstoftbriickenbindun-
gen, Van-der-Waals Wechselwirkungen oder Kationenaustauschprozesse erfolgen (Thiele-
Bruhn, 2003; Tolls, 2001). Diese werden insbesondere iiber die oben aufgefiihrten physika-
lisch-chemischen Bodenparameter beeinflusst. Der Kow-Wert erfasst diese Interaktionen nicht
und wiirde somit zu Fehleinschdtzungen fiihren. Durch die Einbeziehung der Bodenmatrix lésst
sich das Sorptionsverhalten besser beschreiben. Hierzu wird der Feststoff-Wasser-Verteilungs-
koeffizient Kq herangezogen (Gl. 1-2). Aus ihm lassen sich Vorhersagen iiber die Mobilitét von
Wirkstoffen in Béden ableiten. Mdgliche Grundwassergefahrdungen durch Infiltrationspro-
zesse oder Kontaminationen von Oberflichengewissern iiber Oberfldchenabfluss konnen somit
abgeschitzt werden. Per Definition ist der K¢-Wert ein MaB fiir die Verteilung eines Stoffes
zwischen einer festen (Coden) - z.B. Partikel im Boden (Kq, solid) bzw. Partikel im Bodenwasser

(K4, pom) - und wissrigen (cwasser) Phase im Gleichgewicht (Tolls, 2001):

CBoden
Kd=

(Gl 1-2)

Cwasser

Substanzen mit hohen Kg4-Werten binden stark an Bodenpartikel, ihre Bioverfiigbarkeit flir
Pflanzen, sowie fiir den biotischen Abbau und ihr Infiltrationsverhalten in Richtung Grundwas-
ser (Mobilitdt) wird daher als gering eingestuft. In der Literatur existieren viele verschiedene
K¢-Werte fiir einen Wirkstoff. Dies wird mit den unterschiedlichen physikalisch-chemischen
Bodenparametern begriindet. Da eine Zunahme der Sorption von Wirkstoffen hiufig mit dem
organischen Kohlenstoffgehalt im Boden in Verbindung gebracht wird (Kahle and Stamm,
2007a; Lertpaitoonpan et al., 2009; Thiele, 2000; Thiele-Bruhn et al., 2004; Thiele-Bruhn,
2003; Tolls, 2001), ist in der Literatur auch der Ko.-Wert geldufig. Dieser normiert den Kq-Wert
auf den organischen Kohlenstoffgehalt im Boden (in %) (Gl. 1-3):
Kq
Corg%0

Koc = (Gl. 1-3)
Die Einarbeitung von Giille als Diingemittel kann die Sorptionseigenschaften beeinflussen
(Thiele-Bruhn and Aust, 2004). Wie bereits in Kapitel 1.5 aufgezeigt, ist Giille ein sehr hete-
rogenes Gemisch. Faktoren wie die Giillevorbehandlungstechnik (anaerobe / aecrobe Bedingun-
gen, Temperatur, Dauer, etc.), das Alter der Tiere und die Fiitterung kdnnen einen Einfluss auf
die Zusammensetzung (Trockenmasse, pH-Wert, Ammonium-Stickstoff Gehalt, Kationenge-
halt, Mikroorganismenzusammensetzung, organischer Kohlenstoffgehalt etc.) dieser Matrix
nehmen. Die Antibiotikamengen, welche iiber die Giilleanwendung in die Umwelt eingetragen
werden, sind von der verabreichten Wirkstoffdosis und der Ausscheidungsrate der Tiere abhén-
gig. Auch die Frequenz der Giillediingung beeinflusst die Riickstandskonzentrationen in dem
gediingten Boden. Durch eine Giillevorbehandlung kénnen die urspriinglichen Wirkstoffe spe-

zifischen Eliminierungs- und Abbauprozessen unterliegen, die je nach Vorbehandlungstechnik
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teilweise oder vollstindig stattfinden (vgl. Kapitel 1.5 und dortige Literatur). Mit der Einarbei-
tung der Giille in den Boden werden die beiden Matrices gemischt, wodurch sich die physika-
lisch-chemischen Gesamteigenschaften wieder verandern. So kann eine Einarbeitung von Giille
den pH-Wert des Bodens in den basischen Bereich verschieben und zudem den Gehalt an ge-
loster organischer Substanz, Ionen und Mikroorganismen erhdhen. Von dieser umgebenden
Matrix wird das Umweltverhalten der iiber die Giille in den Boden eingetragenen Antibiotika-
Wirkstoffe mitbestimmt. Tabelle 1-2 fasst einige K¢-Werte fiir Tetracycline und Sulfonamide
in verschiedenen Boden zusammen.

Tabelle 1-2: Adsorptionskoeffizienten fiir Tetracycline und Sulfonamide in Boden.

Wirkstoffe Bodenart Kqa Koc Literatur
Textur / pH/ Corg% [L kg'] [L kg']
Tetracycline 290 — 1.620 (Tolls, 2001)
Oxytetracyclin sandiger Lehm 680 —1.030 (Aga et al., 2005)
lehmiger Sand / 6,1/ 1,6 680 425 (Rabglle and Spliid, 2000)
Sand/5,6/1,4 670 478,6
sandiger Lehm /5,6 /1,1 1.026 932,7
Sand/6,3/1,5 417 278
Tetracyclin toniger Lehm > 400 (Thurman and Lindsey, 2000)
Sulfonamide 0,6 —4,9 (Tolls, 2001)
Sulfamethazin toniger Lehm 0,6 (Thurman and Lindsey, 2000)
Sand /5,2/0,9 1,2 1,3 (Langhammer, 1989; Thiele-
lehmiger Sand / 5,6 / 2,3 3,1 1,3 Bruhn, 2003)
sandiger Lehm/ 6,3 /1,2 2,0 1,7
lehmiger Schluff/ 6,9 /1,1 1,0 0,9
schluffiger Lehm/ 7,0/ 1,6 2,4 1,5 (Thiele, 2000)
toniger Lehm / 6,2 / 3,1 3,0 1,0
sandiger Lehm / 5 6,9 (Tolls, 2001)
sandiger Lehm / 7 5,1
sandiger Lehm /9 0,9
Lehm/5 18 (Wegst-Uhrich et al., 2014)
Lehm/7 5,3
Lehm/9 0,9
Sulfachloro- toniger Lehm / 6,5 /- 1,8 (Boxall et al., 2002)
pyridazin sandiger Lehm / 6,8 /- 0,9

Auch die Einarbeitungstechnik der Giille in den Boden spielt eine Rolle fiir die Wirkstoffver-
teilung im Boden (Boxall, 2004; Carrasquillo et al., 2008). So konnen oberflachlich aufge-
brachte Wirkstoffe einer Photodegradation oder Oberflachenabdrift durch starke Regengiisse
unterliegen. Das Unterpfliigen der Giille verhindert dies, sorgt jedoch im Umkehrschluss fiir
einen tieferen Eintrag in den Boden. Die Schwierigkeit bei der Untersuchung und Abschétzung
des Umweltverhaltens von Wirkstoffen liegt in dem komplexen Zusammenspiel aller aufge-
fithrten Parameter.
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1.6.2 Bindungsarten von Antibiotika an Bodenpartikel

Ahnlich wie bei der Sorption anderer organischer Verbindungen wird die primére Sorptionsre-
aktion von Antibiotika an Bodenpartikel hidufig von einem reversiblen Gleichgewichtsprozess
(Adsorption und Desorption) bestimmt. Hierbei spielen schwache Bindungsmechanismen wie
z.B. Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Komplexierungen, Ionenaustauschprozesse, Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen eine Rolle (Chu et al., 2013; Gao
and Pedersen, 2010; Schwarz et al., 2012; Srinivasan et al., 2014, 2013). Erfolgt die Desorption
langsamer als die Adsorption, so spricht man von einer Sorptionshysterese (Wehrhan et al.,
2010) (Abbildung 1-3). Mit zunechmender Kontaktzeit im Boden kann eine Diffusion der An-
tibiotika in die Zwischenschichten von Tonmineralen und Mikroporen® stattfinden. Aufgrund
der Einlagerungen sind die Wirkstoffe fiir Mikroorganismen nicht mehr zuganglich (Forster et
al., 2009; Hamscher and Mohring, 2012; Thiele-Bruhn, 2003; Zarfl et al., 2009). Die Biover-
fiigbarkeit fiir den mikrobiologischen Abbau und die Verlagerung in tiefere Bodenschichten
oder deren Aufnahme in Pflanzen sinkt, wihrend die Verweildauer im Boden (Persistenz)
steigt. Diese Einlagerungsprozesse in den Boden werden unter dem Begriff ,,Sequestrierung*
zusammengefasst. Allerdings zdhlt Sequestrierung zu den reversiblen Bindungsmechanismen.
Eine langsame, kontinuierliche Freisetzung der liber Sequestrierung gebundenen Antibiotika in
eine bioverfiigbare Form ist demnach mdglich. Parallel zu den genannten reversiblen Prozessen
der Sorption/Desorption und Sequestrierung kann ein Teil der Antibiotika nicht-extrahierbare
Riickstinde bilden. Die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstinde kann {iber die Bindung der
Antibiotika an Metalloxide, Tonminerale und organische Bodensubstanz erfolgen. Als Bin-
dungsmechanismus werden kovalente Bindungen mittels aktiver Seitengruppen angenommen
(Jechalke et al., 2014). Eine Akkumulation von Antibiotika im Boden iiber einen ldngeren Zeit-

raum ist moglich, wenn die eingetragenen Konzentrationen die Eliminierungs- oder Abbauraten

iibersteigen.
) Gleichgewicht{ Sequestrierung Bindungs-
Gulle schwach stark mechanismus
Aufgabe gebunden gebunden

Metalloxide

onmineral

Grundwasser

Abbildung 1-3: Bindungsverhalten von Antibiotika im Boden und dessen Kompartimenten. Mo-
difiziert nach (Jechalke et al., 2014).

SMikroporen: Poren, die einen Durchmesser von 2 nm nicht iiberschreiten (Ni¢ et al., 2009).
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1.7 Antibiotikariickstinde in Pflanzen

1.7.1 Aufnahme von Antibiotika iiber das Wurzelsystem

Im Folgenden werden die pflanzlichen Transportmechanismen zur Aufnahme von Wasser und
Nahrstoffen aus der Bodenlosung erldutert (Abbildung 1-4). Der Wassertransport bei Pflan-
zenzellen wird durch Unterschiede im Wasserpotential zwischen der Wurzel und dem umge-
benden Boden ,,angetrieben®. Mineralstoffe und Wasser kdnnen tiber aktive (unter Beteiligung
von Transportproteinen und Energieverbrauch) und passive (Diffusion) Transportmechanismen
iiber die Oberfliche der Wurzelepidermis in die Pflanze aufgenommen werden. Ausstiilpungen
an der Epidermis, wie Wurzelhaare und Mykorrhizen (symbiontische Strukturen aus Pflanzen-
wurzeln und Hyphen der Pilze), sorgen hierbei fiir eine OberflichenvergroBBerung und eine ver-
besserte Absorption. Der weitere Transport aus dem Epidermisbereich {iber die Wurzelrinde
zum Zentralzylinder kann iiber drei unterschiedliche Wege erfolgen (Abbildung 1-4). Man un-
terscheidet den apoplastischen Weg iiber Zellwdnde und Extrazelluldrrdume, den symplasti-
schen Weg liber das Cytosol durch miteinander verbundene Plasmodesmen und den trans-

membranen Weg iiber Plasmamembranen und Zellwande.

Eine Translokation des aufgenommenen Wassers und der Mineralstoffe aus dem Wurzelbereich
in die restlichen Bereiche der Pflanze (Blitter, Friichte) erfolgt iiber das Xylem-Leitgewebe des
Zentralzylinders. Dieses besteht aus toten Zellen. Bevor die aufgenommenen Substanzen das
Xylem erreichen, miissen sie die zwischen Wurzelrinde und Zentralzylinder liegende Endoder-
mis passieren. Diese wirkt als ,,Schranke* fiir den selektiven Ubergang der Mineralstoffe ins
Leitgewebe. Stoffe die {iber den symplastischen Weg die Endodermis erreichen, haben bereits
eine selektiv permeable Membran der Epidermis oder der Wurzelrinde passieren miissen. Im
Symplasten befindliche Stoffe konnen daher iiber die Plasmodesmen der Endodermiszelle in
den Zentralzylinder eindringen. Schwieriger haben es Ionen, welche iiber den apoplastischen
Weg zur Endodermis transportiert werden. In den Zellwénden der Endodermis befindet sich
der sogenannte Caspary-Streifen. Dieser besteht aus wachsartigem Suberin und ist fiir Wasser
und geldste Mineralstoffe undurchldssig. Der einzige Weg diese Schranke zu liberwinden be-
steht darin, die Plasmamembran der Endodermiszelle zu passieren und so liber den Symplasten
den Zentralzylinder zu erreichen. Hierdurch stellt die Pflanze sicher, dass aufgenommene Stoffe
mindestens eine selektiv permeable Plasmamembran durchqueren, bevor sie in das Xylem ein-
treten und mit dem Xylemsaft in oberirdische Gewebe transportiert werden. Der Xylemsaft
flieft von der Wurzel aufwérts zu den Bléttern. Die Transpiration, sprich die kontrollierte Ver-
dunstung von Wasser aus Blittern liber die SchlieBzellen, sorgt fiir einen Sog, der den
Xylemsaft aufwirts transportiert (Campbell et al., 2008).
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Abbildung 1-4: Transport von Mineralstoffen und Wasser in Wurzeln (Campbell et al., 2008).

1.7.2 Einflussfaktoren auf die Aufnahme von Schadstoffen in Pflanzen

Die Aufnahme der Antibiotika erfolgt aus dem Rhizosphérenbereich (Bodenzone um die Pflan-
zenwurzel (2 — 3 mm)) iiber die Wurzeloberfliche in die Pflanze. Uber die Aufnahmemecha-
nismen der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Wirkstoffe liegen derzeit keine expliziten
Kenntnisse vor. Passiven Transportprozessen wird hierbei jedoch die hochste Relevanz zuge-
sprochen, welche durch die Transpiration angetrieben werden (Ciffroy et al., 2018; Doucette et
al., 2018; Gobas et al., 2016; Mc Farlane, 1994; Paterson et al., 1990). Publizierte Daten zu
diesem komplexen Themengebiet sind teilweise sehr widerspriichlich. Trapp stellte die Kom-
plexitét der involvierten Prozesse als Griinde fiir die Wissensliicken auf diesem interdiszipliné-
ren Forschungsgebiet heraus. Die hohe Variabilitit in Pflanzenmorphologie und -physiologie
und die groBe Anzahl an Chemikalien mit vielen verschiedenen physikalisch-chemischen Ei-
genschaften sowie der Einfluss der Umweltbedingungen (Bodentyp (z.B. Korngréfe), Boden-
spezifikationen (z.B. organischer Kohlenstoffgehalt, Gehalt an Tonmineralen, pH-Wert, Feuch-
tigkeit), Klima) wurden beispielhaft genannt (Fantke et al., 2016; Trapp, 2004; Trapp and Le-
gind, 2011). Generell wird angenommen, dass Wirkstoffeigenschaften wie die molare Masse
der Substanzen, deren pKa.-Wert und deren Lipophilie (ausgedriickt tiber den Kow-Wert), sowie
pflanzliche Charakteristika wie beispielsweise der Lipidgehalt in der Wurzel, die Ausbildung
des Wurzelsystems, die Permeabilitit der Biomembranen, die Pflanzenwachstumsrate, der pH-
Wert der Pflanzenkompartimente und der Transpirationssog als Faktoren gelten, die die Auf-
nahme und Verteilung von organischen Kontaminanten in Pflanzen bestimmen (Fantke et al.,
2016; Zhang et al., 2017).

Fiir die Pflanzenaufnahme iiber das Wurzelsystem stehen zum einen die im Porenwasser des
Bodens gelosten Antibiotika zur Verfiigung, die mit dem Transpirationswasser aufgenommen
werden konnen (Ciffroy et al., 2018; Hu et al., 2010b; Miller et al., 2016). Dies sind wie bereits
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im vorangestellten Kapitel ausfiihrlich beschrieben insbesondere Substanzen mit geringer Sorp-
tionsneigung an die organische Bodensubstanz und Bodenmineralien. Hieraus resultiert eine
gute Bioverfligbarkeit im Bodenporenwasser (vgl. Kapitel 1.6). Eine weitere Aufnahme kann
durch die Adsorption von Bodenpartikeln an die Wurzeloberfldche erfolgen, indem Austausch-
prozesse (Diffusion) ins Pflanzengewebe stattfinden (Trapp and Legind, 2011). Eine Aufnahme
iber den Luftpfad in die Blétter spielt offenbar lediglich fiir fliichtige Verbindungen eine Rolle
und ist daher fiir die Antibiotikaaufnahme nicht relevant (Thiele-Bruhn, 2003).

Allgemein wird in dlterer Literatur angenommen, dass neutrale, nicht-ionisierbare, lipophile
Substanzen deutlich besser iiber Pflanzenwurzeln aufgenommen werden, als geladene und po-
lare Substanzen (Boxall et al., 2006). Dies wird mit einer besseren Passage der lipophilen Bio-
membranen (z.B. Plasmamembran) in Verbindung gebracht (Briggs et al., 1982; Goldstein et
al., 2014; Trapp, 2000). In aktuelleren Artikeln aus dem Jahr 2018 wurde herausgestellt, dass
keine allgemein giiltige Abhdngigkeit zwischen der Lipophilie und dem Aufnahmeverhalten
eines Wirkstoffes in Pflanzen besteht. Insbesondere bei ionischen Substanzen ist deren Disso-
ziationsverhalten und folglich der Ladungszustand, bedingt durch den umgebenden Boden pH-
Wert und den pH-Wert des Pflanzenkompartimentes, fiir die Aufnahme und Verteilung in
Pflanzen bedeutend (Doucette et al., 2018).

Beurteilungserundlagen fiir die Verteilung und Anreicherung von Schadstoffen in Pflanzen

In der Literatur existieren bereits mehrere mathematische Modelle, iiber welche der Transfer
von Schadstoffen in Pflanzen und deren Verteilung in einzelne Pflanzenkompartimente quan-
tifiziert und abgeschitzt wird (Briggs et al., 1982; Dettenmaier et al., 2009; Travis and Arms,
1988). Faktoren, die fiir die Beschreibung des Aufnahmeverhaltens von Chemikalien in Pflan-
zen herangezogen werden, beziehen sich auf das Verhiltnis der Chemikalienkonzentration in
dem jeweiligen Pflanzenkompartiment (z.B. Blétter, Stdngel, Wurzeln, Xylemsaft) zu dem um-
gebenden Expositionsmedium (z.B. Boden, Bodenporenwasser, Hydrokulturlosung, Luft).
Diese werden als Biokonzentrationsfaktoren (BCF) zusammengefasst und je nach dem betrach-
teten Pflanzenkompartiment spezifiziert (z.B. Wurzelkonzentrationsfaktor (RCF), Blattkon-
zentrationsfaktor (LCF), Transpirationsstromkonzentrationsfaktor (TSCF)) (Gl. 1-4, Abbil-
dung 1-5) (Doucette et al., 2018). Der BCF gilt nur fiir das betrachtete Antibiotikum und den
Pflanzen- und Bodentyp, der fiir die Bestimmung verwendet wurde (Trapp and Legind, 2011).
CPﬂanzenkompartiment

BCF = (GL 1-4)
CBoden

mit:
Cpflanze  Antibiotikakonzentration im Pflanzenkompartiment [ug kgrv™]

CBoden  Antibiotikakonzentration im Boden (meist nach der Ernte der Pflanzen) [ug kgrv™']
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Abbildung 1-5: Schematlsche Darstellung der Wechselwirkungen von Pflanzen mit der Umwelt
und von Prozessen, die in der Pflanze zu einer Anreicherung bzw. Abnahme der Wirkstoffkon-
zentrationen fiihren. Modifiziert nach (Fantke et al., 2016).

Héaufig werden die BCF lediglich iiber die Lipophilie des betrachteten Schadstoffes unter Ein-
beziehung des Kow-Wertes der Substanz abgeschitzt (Doucette et al., 2018). In einem kiirzlich
verOffentlichten Reviewartikel wurden Literaturdaten, welche in den Jahren 1955 — 2014 zu
Chemikalienriickstdnden in Pflanzen verdffentlicht wurden, auf eine Abhéngigkeit zwischen
dem Kow-Wert der Substanz und seiner Pflanzenbioakkumulation zusammengetragen und auf
der Grundlage bereits bestehender Modelle bewertet (Doucette et al., 2018). Doucette et al.
stellten die Biokonzentrationsfaktoren auf Grundlage von 95 publizierten Artikeln zusammen
und erhielten so 1.975 Datensétze, welche eine Chemikalienaufnahme aus Boden in die Pflan-
zen beschrieben. Den Daten wurde gemil ihrer Qualitét eine niedrige, mittlere oder hohe Be-
deutung zugeteilt. Sie sind in Abbildung 1-6 aufgefiihrt (links: neutrale Substanzen, rechts:
ionisierbare Substanzen). Wie aus den Daten ersichtlich, variieren die BCF-Werte fiir Chemi-
kalien mit gleichen oder dhnlichen log Kow-Werten stark (Faktor 100) und lassen keinen allge-
mein gililtigen Zusammenhang zwischen der Aufnahme und dem Kow-Wert zu. Ein weit ver-
breitetes Modell von Travis und Arms postulierte eine Abnahme des Aufnahmeverhaltens von
Schadstoffen aus dem Boden in die Pflanze mit zunehmender Lipophilie (Travis and Arms,
1988). Nach der umfangreichen Literaturstudie konnte das Modell nach Travis und Arms nicht
bestitigt werden, wie aus der Verteilung der Datenpunkte ersichtlich ist. Bei der Anwendung
des Modells zur Risikoabschétzung wiirden die Konzentrationen von Substanzen mit einem log
Kow-Wert > 5 unterschitzt werden (Doucette et al., 2018).

4 = niedrig A mittel

O niedrig

A @ hoch == Modell mittel
== Modell

log BCF

log K, log K,

Abbildung 1-6: Biokonzentrationsfaktoren verschiedener Pflanzenkompartimente, welche ge-
geniiber Schadstoffexpositionen aus Boden bestimmt wurden, in Abhdngigkeit des log Ko.-Wer-
tes. Links: neutrale Substanzen; rechts: ionisierbare Substanzen. Grafik entnommen aus
(Doucette et al., 2018). Modell nach (Travis and Arms, 1988).
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Abschlieend wurde anhand der umfangreichen Literaturstudie gezeigt, dass die Aufnahme und
Verteilung von Antibiotika in Pflanzen von vielen Faktoren abhéngt, die nicht in den Modellen
berticksichtigt werden. Die weit verbreitete und hiufig zitierte Meinung, dass eine Korrelation
zwischen der Lipophilie einer Substanz und dessen Pflanzenaufnahme besteht, konnte nicht als
allgemeingiiltig herausgestellt werden. Versuche mit neutralen Substanzen zeigten bereits Ab-
weichungen zu den postulierten Modellen. Die Komplexitit der Modellfindung wird durch io-
nische Spezies zusitzlich erschwert und bisher sind keine zufriedenstellenden Modelle vorhan-
den. Die pH-Werte der Expositionsmedien sind nicht beriicksichtigt, die Pflanzenwachstums-
raten und die Verdnderung der chemischen Konzentrationen in den Expositionsmedien am
Ende der Expositionszeit werden meist nicht dokumentiert. Die Bodeneigenschaften spielen
ebenfalls eine entscheidende Rolle, da sie die Bioverfiigbarkeit der Substanzen wesentlich be-
stimmen (Kapitel 1.6). Diese werden hédufig nicht mit einbezogen. Zudem werden mogliche
Abbau- und Transformationsprozesse in der Pflanze nicht in Betracht gezogen. So lange keine
zuverldssigen Modelle existieren, ist eine experimentelle Bestimmung der Antibiotikagehalte
in den Pflanzen aufgrund der Pflanzenunterschiede, Umweltbedingungen und Wirkstoffeigen-

schaften fiir eine Risikoabschédtzung unabdingbar.

1.7.3 Besonderheiten bei der Pflanzenaufnahme ionisierbarer Stoffe

Fiir ionisierbare Substanzen, die abhéngig von dem pH-Wert des Expositionsmediums (Boden,
Bodenporenwasser, Hydrokulturlosung), als auch des Pflanzenkompartimentes dissoziiert vor-
liegen konnen, kann der Kow-Wert nicht als geeigneter Parameter fiir die Vorhersage des Auf-
nahmeverhaltens in Pflanzen herangezogen werden (Goldstein et al., 2014). Auch die Ladungen
der Zellmembranen spielen eine entscheidende Rolle fiir die Aufnahme und Verteilung der
Wirkstoffe. Wie bereits in Kapitel 1.6 herausgestellt, sind bei ionischen Substanzen neben hyd-
rophoben und kovalenten Wechselwirkungen auch elektrostatische Wechselwirkungen an der
Wirkstoff-Boden-Interaktion beteiligt. Die lediglich auf Lipophilie basierenden Modelle sind
daher nicht anwendbar. Laut Trapp und Legind haben neutrale und ionische Molekiile verschie-
dene physikalisch-chemische Eigenschaften die deren Aufnahme in die Pflanzen beeinflussen
(Trapp and Legind, 2011). Im Vergleich zu der neutralen Form, ist die ionische Form polarer
und wasserloslicher. Durch diese Eigenschaften wire theoretisch ein hohes Akkumulationspo-

tential in der Pflanze moglich.

Sulfonamide und Tetracycline gelten als ionisierbare Substanzen, welche abhdngig von dem
umgebenden pH-Wert in kationischer, anionischer, neutraler oder zwitterionischer Form vor-
liegen. Kationen wird generell eine starke Adsorptionsneigung an der organischen Bodensub-
stanz (SOM) und an Tonmineralien zugeschrieben (Franco and Trapp, 2008; Trapp and Legind,
2011). Als Konsequenz daraus ist deren Bioverfiigbarkeit im Bodenporenwasser herabgesetzt.
Anionische Spezies binden hingegen nicht an die negativ geladenen Bodenbestandteile und
wiren prinzipiell fiir eine Pflanzenaufnahme im Bodenporenwasser verfiigbar. Trapp stellte je-
doch heraus, dass geladene Antibiotikamolekiile nur sehr langsam die Biomembranen (z.B.

Plasmamembran) passieren konnen (Trapp, 2004), wodurch deren Aufnahme in die Pflanze
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limitiert ist. Am Beispiel des Sulfamethazins kann das Aufnahmeverhalten in Pflanzen wie folgt
beschrieben werden (Abbildung 1-7, Abbildung 1-8):

Mit abnehmendem pH-Wert des Expositionsmediums (pH 4 — 6) steigt die Aufnahme von Sul-
famethazin aufgrund des Vorliegens der undissoziierten Form an. Diese kann Zellmembranen
besser durchqueren als die geladene Form. Aufgrund des hoheren pH-Wertes im Cytoplasma
(7 —17,5) dissoziiert die Substanz dort und es entsteht neben der neutralen Form die anionische
Spezies. Da die Membranpermeabilitit der Anionen aufgrund der repulsiven Wechselwirkung
sehr gering ist (Devillers, 2009) kommt es zu einer Akkumulation der anionischen Form in
Bereichen mit einem hoheren pH-Wert wie z.B. im Cytoplasma und Phloem (pH 8). Der Me-
chanismus der fiir die Anreicherung ionischer Antibiotikamolekiile in der Pflanze verantwort-
lich sein kann, ist der sogenannte Ionenfalleneffekt (,,ion-trapping®) (Goldstein et al., 2014;
Trapp, 2004). Die neutrale Form kann interzelluldr weiter zu dem Xylem gelangen. Im Xylem
herrscht ein pH-Wert von 5,5 vor. Dort wird der Wirkstoff groBtenteils in seiner neutralen Form
vorliegen und eine Translokalisation in andere Pflanzenteile (Blitter und Friichte) ist iiber den
Xylemsaft denkbar.

CH, CH, CH,
o\\//o N)j\ o\\//o N)j\ o\\\\//o NH\tI\
S\N/kN/ CH, S\N)\N/ CH, S\N'J\N/ CHs
+ ] - ! -

NH3 HoN HoN

SMZ (+)
——SMZ (0)

SMZ (-)

Fraktion der Spezies

pH-Wert

Abbildung 1-7: Dissoziationskurve von Sulfamethazin in Abhdngigkeit des pH-Wertes.

Zellwand

Plasmamembran

Abbildung 1-8: Dissoziationsverhalten von Antibiotika in Pflanzenzellen. Modifiziert nach
(Trapp, 2004).
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1.8  Wirkstoffgruppe der Tetracycline

Tetracycline werden aus Streptomyces-Arten isoliert und gegebenenfalls zur Erweiterung des
Wirkspektrums sowie zur Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften synthetisch
modifiziert. Der erste Wirkstoff aus der Gruppe der Tetracycline, das Chlortetracyclin, wurde
im Jahr 1948 von dem Botaniker Benjamin Minge Duggar entdeckt. Es wurde aus dem Kultur-
filtrat von Streptomyces aureofaciens isoliert (Duggar, 1948; Diirckheimer, 1975; Muxfeldt,
1962). Im Jahre 1963 wurde Doxycyclin von C. R. Stephens entdeckt. Dieser Wirkstoff wurde
durch chemische Modifikation aus Oxytetracyclin entwickelt und besitzt, bedingt durch die
hohere Lipophilie, verbesserte pharmakologische Eigenschaften im Vergleich zu anderen Tet-
racyclinen (Aronson, 1980). Fiir die vorliegende Arbeit sind insbesondere Chlortetracyclin und
Doxycyclin von Interesse. Diese werden derzeit noch hdufig in hohen Mengen u. a. in der
Schweine- und Gefliigelmast eingesetzt (Sattelberger et al., 2005). Dariiber hinaus werden in
einigen nicht-europdischen Léndern, wie beispielsweise den Vereinigten Staaten, Tetracycline
in subtherapeutischen Dosierungen dem Tierfutter zugefiigt, um als Wachstumsforderer zu wir-
ken (Sarmah et al., 2006). Deren Persistenz in der Umwelt wurde schon friih belegt und gibt
Anlass zu weiteren Untersuchungen (Hamscher et al., 2002; Hamscher et al., 2000; Hoper et
al., 2003; Pawelzick et al., 2004).

1.8.1 Wirkmechanismus

Tetracycline sind bakteriostatisch wirkende Antibiotika. Aufgrund ihres breiten Wirkungs-
spektrums gegeniiber grampositiven und gramnegativen Bakterien®, sowie ihres geringen Prei-
ses, werden Tetracycline hdufig in der Human- und Veterindrmedizin zur Bekdmpfung von
Infektionskrankheiten der Atemwege, des Magen-Darm-Traktes, der Augen und der Haut an-
gewandt (Anderson et al., 2005; Chopra and Roberts, 2001; Loscher and Richter, 2016). Sie
zeigen eine hohe Wirkung gegeniiber Staphylococcus aureus, Bacillus substilis, Salmonella
schottmulleri, Escherichia coli und Mycrobacterium tuberculosis (Sithole and Guy, 1987). Thr
Wirkmechanismus beruht auf der Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese, indem sie die
Anlagerung der Aminoacyl-tRNAs an die ribosomale 30S-Untereinheit blockieren (Diirckhei-
mer, 1975; Steinhilber et al., 2005).

1.8.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Die Wirkstoffgruppe der Tetracycline leitet sich von einem partiell hydrierten und oxidierten
Naphthacen-Grundgeriist (vier linear kondensierte Cyclohexanringe) ab (Abbildung 1-9)
(Diirckheimer, 1975; Hock and Ziesing, 2016). Die einzelnen Tetracycline unterscheiden sich
durch die Substituenten an Cs, Cs und Cs. Einige Vertreter sind in Tabelle 1-3 zusammenge-
stellt. Tetracycline sind kristalline, gelb bis braun gefdrbte Substanzen. Sie weisen einen am-

photeren Charakter auf und neigen zur Komplexbildung mit mehrwertigen Kationen.

Bei den Bakterien wird in Abhingigkeit des Zellwandaufbaus zwischen gramnegativen und grampositiven Vertretern unterschieden. Die
Zellwand der grampositiven Bakterien, welche keine duflere Membran besitzen, besteht aus einer dicken Peptidoglycan-Schicht (Murein-
schicht). Im Gegensatz dazu verfiigen gramnegative Bakterien iiber eine duflere Membran, weisen jedoch lediglich eine diinne Peptidoglycan-
Schicht auf. Weitere Unterschiede sind der aufgefiihrten Literatur zu entnehmen (Keweloh, 2008).
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Sie besitzen zudem eine hohe Affinitéit zu Silanolgruppen (Oka et al., 2000).
OH O OH O
Abbildung 1-9: Grundstruktur der Wirkstoffgruppe der Tetracycline.
Tabelle 1-3: Verschiedene Vertreter aus der Wirkstoffgruppe der Tetracycline.
Wirkstoff Molekulargewicht Ry R; R; R4 Rs
Tetracyclin 480,91 g mol™! -H -CH; -OH -H -H
Oxytetracyclin 460,44 g mol”! -H -CH;3 -OH -OH -H
Chlortetracyclin 478,86 g mol™! -Cl -CH;3 -OH -H -H
Doxycyclin 444,43 g mol”! -H -CH;3 -H -OH -H
Demeclocyclin 464,85 g mol™! -Cl -H -OH -H -H

1.8.3 Bildung von Transformationsprodukten

Tetracycline konnen in Losung abhédngig von der Temperatur und dem pH-Wert Transforma-

tions- und Abbaureaktionen unterliegen. Im Folgenden werden am Beispiel des Chlortetracyc-

lins die Konfigurationsinderungen durch Epimerisierung und Isomerisierung’ (Abbildung

1-10) aufgezeigt. Die antibakterielle Wirkung des Epimers wird als gering eingestuft (etwa 5 %

der Wirkung der Ausgangsverbindung), wihrend der Isoform eine sehr geringe Wirkung ge-

geniiber Antibiotika zugesprochen wird (< 1 % der Wirkung der Ausgangsverbindung) (Hal-

ling-Serensen et al., 2002; Rogalski, 1985). In saurer Losung (pH 2 — 6) unterliegen Tetracyc-

line einer Epimerisierung an der Dimethylaminogruppe des Cs-Atoms (Stephens et al., 1956).

Die Epimerisierung ist reversibel. Uber die Riickepimerisierung kann ggf. wieder die volle Wit-

kung entfaltet werden. Die Isomerisierung erfolgt im Alkalischen bei pH-Werten iiber 7 und ist
irreversibel (Arikan, 2008; Bruice, 2007; Cessna et al., 2011).

Chlortetracyclin

iso-Chlortetracyclin

Abbildung 1-10: Epimerisierung und Isomerisierung von Chlortetracyclin.

"Epimere: ,,Diastercomere, die sich nur in der absoluten Konfiguration an einem von mehreren vorhandenen Chiralitéitszentren unterscheiden®.
Isomere: ,,chemische Verbindungen, welche die gleiche Summenformel besitzen, sich aber in der Verkniipfung (Konstitutionsisomere) und
rdumlichen Anordnung (Stereoisomere) der einzelnen Atome unterscheiden (Bruice, 2007).
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1.9 Wirkstoffgruppe der Sulfonamide

Sulfonamide werden synthetisch hergestellt und zihlen zu den ersten erfolgreich eingesetzten
Antibiotika (Choquet-Kastylevsky et al., 2002). Der erste Vertreter aus dieser Wirkstoffgruppe
ist das Sulfamidochrysoidin. Dessen antibakterielle Wirksamkeit wurde im Jahr 1935 von
Gerhard Domagk entdeckt, welcher vier Jahre spiter hierfiir mit dem Nobelpreis fiir Medizin
ausgezeichnet wurde (Domagk, 1935; Grundmann, 2001). In der vorliegenden Arbeit wird das
Umweltverhalten der beiden Wirkstoffe Sulfamethazin und Sulfamethoxazol ndher betrachtet.
Sulfamethazin wird seit 2003 ausschlieBlich in der Veterindrmedizin (Schweine-, Hiithner-, Pu-
tenmast) zur Behandlung bakterieller Infektionen angewendet, wihrend Sulfamethoxazol ne-
ben der Verwendung im Veterindrmedizinbereich (11 %) hauptsichlich in der Humanmedizin
(89 %) zum Einsatz kommt (Hannappel et al., 2016; Mohring et al., 2009).

1.9.1 Wirkmechanismus

Sulfonamide wirken — wie die Tetracycline — bakteriostatisch gegen grampositive und gramne-
gative Bakterien (Accinelli et al., 2007). Thr Wirkmechanismus beruht auf der Hemmung des
Folsdurestoffwechsels. Sie fungieren als kompetitive Antagonisten der p-Aminobenzoesdure,
die bei der bakteriellen Dihydrofolsdure-Synthese mit Hydroxymethyl-dihydropterin zur
Dihydropteroinsdure verkniipft wird. Sulfonamide werden hiufig als Kombinationspréparate
verabreicht. Sulfamethoxazol wird beispielsweise in Verbindung mit Trimethoprim verwendet.
Die Kombination im Verhéltnis 5:1 wird als Cotrimoxazol bezeichnet und besitzt eine bakteri-
zide Wirkung (Fille and Ziesing, 2016; Steinhilber et al., 2005).

1.9.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Das charakterisitische Strukturelement der Sulfonamide ist ein Benzolring mit einer Sulfonséu-
reamid-Funktion (SO>-NH;) und einer Aminogruppe (NH2) in para-Stellung (Abbildung
1-11). Die einzelnen Vertreter unterscheiden sich hinsichtlich der Substitution am Amid-Stick-
stoff (Tabelle 1-4). Bei den Substituenten handelt es sich hdufig um Stickstoffheterocyclen
(Choquet-Kastylevsky et al., 2002). Der Substituent bestimmt maf3geblich die renale Elimina-
tionsgeschwindigkeit und damit verbunden die Halbwertszeit im Organismus. Die para-Ami-
nofunktion ist hingegen fiir deren antibakterielle Wirkung ausschlaggebend und die Einfiihrung
von Substituenten an dieser hat einen vollstindigen Wirkungsverlust zur Folge (Steinhilber et
al., 2005; Zessel et al., 2014).
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Abbildung 1-11: Grundstruktur der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide.
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Tabelle 1-4: Verschiedene Vertreter aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide.

Wirkstoff Molekulargewicht Strukturformel
Sulfamethazin 278,3 g mol’! CHs
o 0 N7
\V |
IO
H,oN
Sulfamethoxazol 253,3 g mol! 0. 0 N©
Y 1 —on
~N
O
H
H,N
Sulfathiazol 255,3 g mol! o

. . -1
Sulfadiazin 250,3 g mol o o N¥
\V |
N

1.9.3 Bildung von Metaboliten

Der Hauptmetabolit der Sulfonamide, welcher im tierischen Organismus gebildet wird, ist das
N-Acetyl-Derivat (Abbildung 1-12, Abbildung 1-13). Die Acetylierung erfolgt an der Amino-
gruppe und fiihrt zu der Inaktivierung der antibakteriellen Wirksamkeit. Einige Studien berich-
ten allerdings von Deacetylierungsprozessen im Laufe der Giillelagerung, bedingt durch Mik-
roorganismen und einhergehend damit, Riickumwandlung in die antibiotisch aktiven Aus-
gangssubstanzen (Heuer et al., 2011). Neben dem genannten Hauptabbauweg kann auch eine
Glucuronidierung an der Aminogruppe stattfinden. Am Amidstickstoff kann ebenfalls eine

Glucuronidierung sowie Hydroxylierung erfolgen (Forth, 2001).

CH,
\\//
o\\//o N)E\ CH3
/©/S\T)\\N CHs )k /©/
H

Abbildung 1-12: N-Acetyl-Sulfamethazin. Abbildung 1-13: N-Acetyl-Sulfamethoxazol.
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1.10 Analytik

Die Herausforderungen an die analytische Bestimmung von Antibiotikariickstinden in komple-
xen Umweltmatrices, wie Giille, Pflanzen, Sickerwasser und Boden, sind hoch. Der Einsatz
selektiver und sensitiver Nachweisverfahren ist daher fiir die Quantifizierung im Spurenbereich
unabdingbar. Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gekoppelt mit der Tandem-Mas-
senspektrometrie (LC-MS/MS) stellt ein solches Verfahren dar. Um eine Messung mittels LC-
MS/MS vornehmen zu kénnen, miissen die Zielanalyten zunéchst in einer fliissigen Phase vor-
liegen. Dem chromatographischen Verfahren wird bei feststoffreichen Umweltproben meist ein
Fest-Fliissig-Extraktionsverfahren vorangestellt um die Zielanalyten mdglichst quantitativ aus
der Probenmatrix herauszuldsen und in eine fliissige Phase zu iiberfiihren. Fiir die Antibio-
tikaanalytik haben sich hierzu insbesondere Kombinationen aus organischen Lésungsmitteln
und Phosphat-Citrat-Puffer mit EDTA-Zusatz als effiziente Extraktionsmittel erwiesen (Beren-
dsen et al., 2015; Oka et al., 2000). Im Anschluss daran folgt hdufig eine Anreicherung der
Analyten verbunden mit der Aufreinigung des Probenextraktes iliber Festphasenextraktion
(SPE: Solid Phase Extraction) als weiterer Probenvorbereitungsschritt. Dies tragt zur Minimie-
rung von Matrixeffekten sowie zur Erzielung niedriger Bestimmungsgrenzen in der nachge-
schalteten LC-MS/MS-Analytik bei. Mittels SPE wird die fliissige Probe iiber ein zuvor kondi-
tioniertes und dquilibriertes Sorbentmaterial gegeben. Fiir die Analytik von Tetracyclinen und
Sulfonamiden haben sich modifizierte Umkehrphasen als geeignetes Sorbentmaterial der SPE-
Kartuschen gezeigt (Azanu et al., 2016). Die im Probenextrakt enthaltenen Analyte adsorbieren
im Idealfall vollstandig an dem Sorbens. Durch geeignete Waschschritte konnen storende Mat-
rixbestandteile entfernt werden. Die Elution der Analyte von der festen Phase erfolgt meist
mittels organischer Losungsmittel (i.d.R. Methanol, Acetonitril). Im Anschluss an die SPE kann
das Eluat direkt in das LC-System injiziert werden oder durch Einengen mittels Stickstoffstrom
weiter angereichert bzw. umgelost werden. Meist erfolgt die Wiederaufnahme der Analyte nach

dem Eindampfen in dem Eluenten der LC.

Im Folgenden wird das Prinzip der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gekoppelt mit
der Tandem-Massenspektrometrie nédher beschrieben. Das UHPLC-MS/MS-System, welches
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, besteht im Wesentlichen aus vier Bauelementen:
Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatograph, Ionisierungsquelle, Massenanalysator und De-
tektor.

1.10.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspekt-
rometrie (LC-MS/MS)

Zuriickzufithren sind chromatographische Verfahren auf den russischen Botaniker Michail
Semjonowitsch Tswett. Er fithrte im Jahr 1903 einen Versuch durch, bei dem er einen Pflan-
zenextrakt iiber eine mit feinverteiltem Calciumcarbonat gefiillte Glassdule in die einzelnen
Farbstoffkomponenten trennte. Durch die Trennung nach Farben leitete Tswett den Namen der

Chromatographie ab (griechisch chroma: die Farbe; graphein: schreiben) (Otto, 2006). Dieses
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Prinzip der Auftrennung einzelner Substanzen eines Stoffgemisches zwischen einer stationdren
und einer mobilen Phase wird bis heute auch in modernen fliissigkeitschromatographischen
Verfahren wie der UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) verwendet. Die
UHPLC ist eine Weiterentwicklung der HPLC und ermdéglicht Substanztrennungen in kiirzerer
Zeit. Im Vergleich zur HPLC werden wesentlich diinnere und kiirzere Saulen verwendet. Der
Partikeldurchmesser des Fiillmaterials der Sdule liegt bei 2 pm und weniger. Durch die damit
verbundene deutliche VergroBerung der Oberfliche des Fiillmaterials im Vergleich zu 5 bzw.
10 pum Materialien wird eine bessere Trennleistung der Sdule erreicht. Allerdings ist eine
Druckerhohung die Folge, daher miissen UHPLC-Geridte Driicke bis zu 1000 bar realisieren
konnen (Guillarme et al., 2010; Le Bizec et al., 2009). Ein Vorteil der UHPLC ist die Verrin-
gerung der Analysezeit und der damit verbundenen Losungsmittelmenge. Insbesondere fiir
Routinelabore wie dem LHL, sind moglichst hohe Probendurchsétze in kiirzester Zeit und der

Einsatz geringer Losungsmittelmengen erstrebenswert und von wirtschaftlicher Bedeutung.

Bei der Fliissigchromatographie wird eine mobile Phase (Eluent) gemeinsam mit den Analyt-
molekiilen der Probenlosung unter Anlegen eines Druckes tiber eine Trennsdule gefiihrt. In der
Sdule befindet sich eine stationédre Phase. Als Material der stationdren Phase wird meist modi-
fiziertes Kieselgel verwendet. Das Trennprinzip der Fliissigkeitschromatographie beruht im
Wesentlichen auf Verteilungs- und Adsorptions- / Desorptionsmechanismen zwischen den
Analytmolekiilen der Probe und der stationdren und mobilen Phase aufgrund unterschiedlicher
Polaritidten (Cammann, 2001). Je stirker die Analytmolekiile mit der stationéren Phase in
Wechselwirkung treten und retardiert werden, desto spéter eluieren sie von der Sdule. Im Ide-
alfall werden die Einzelkomponenten des Probengemisches vollstindig getrennt. Um die
Trennleistung zu steigern, konnen z.B. unterschiedliche stationdre Phasen, Eluenten, FlieBge-
schwindigkeiten der mobilen Phase, Gradienten und Sidulentemperaturen eingesetzt werden. Im
Betrieb injiziert das UHPLC Gerdt zunichst eine kleine Menge einer Probeldsung iiber ein
Ventil in den Losungsmittelfluss, der die Analysenldsung dann zur Séule transportiert. Nach
chromatographischer Auftrennung in der Séule, findet die Detektion der einzelnen Komponen-
ten liber ein Tandem-Massenspektrometer statt. Dieses besteht aus einem Einlasssystem, einer
Ionenquelle, einem Analysator und einem Detektor (Abbildung 1-14). Die einzelnen Schritte

bis zur Detektion werden nun fur das in dieser Arbeit verwendete Geriét erlautert.
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Abbildung 1-14: Schematischer Aufbau eines Tandem-Massenspektrometers der Firma Waters
mit Einlasssystem, lonenquelle, Massenanalysator und Detektionseinheit. Abbildung entnom-
men aus der Waters Software MassLynx 4.1.
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Im Allgemeinen erfolgt bei der Massenspektrometrie die lonisierung der Analyte in einer lo-
nenquelle durch Anlegen einer Spannung und anschlieBender Trennung der gebildeten Ionen

im Massenanalysator gemal} ihrem Masse- zu Ladungsverhaltnis.

1.10.1.1 Das Elektrospray-MS-Interface (lonenquelle)

In der Ionenquelle (Abbildung 1-15) findet die Ionisation der Analyten statt. Die Erzeugung
der Ionen erfolgt fiir die Antibiotika-Analytik iiber Elektrosprayionisation (ESI) unter Atmo-
sphédrendruck im positiven Modus. Die mobile Phase wird gemeinsam mit dem Analytgemisch
durch eine feine Kapillare geleitet, welche gegeniiber der Gegenelektrode eine positive Span-
nung von 1 bis 2 kV aufweist. An der Spitze der Nadel bildet sich ein Taylor-Kegel der ein
Kriftegleichgewicht zwischen Gravitation, Oberflachenspannung, innerem / du3erem hydro-
statischen Druck und dem elektrischen Feld darstellt. Beim Uberschreiten einer bestimmten
elektrischen Feldstérke bildet sich aus dem Kegel ein feiner Strahl (Jet), der sofort in gleichge-
ladene Tropfchen zerfallt. Durch Verwendung eines heilen Inertgasstroms (Stickstoff) wird
erreicht, dass im geladenen Aerosol das Losungsmittel verdampft. Es entstehen hauptsachlich
einfach geladene Pseudomolekiilionen der Form [M+H]". Durch die Off-Axis-Anordnung der
Elektroden werden Verunreinigungen durch Ablagerungen ungeladener Molekiile weitgehend
vermieden. Ein weiterer Vorteil dieser Anordnung besteht darin, dass lediglich kleine hochge-
ladene Trépfchen die Offnung der Cone durchdringen kénnen. Dadurch kommt es selektiv zu

einer Anreicherung der Analyt-lonen.

Der Ionenstrahl wird anschlieBend durch eine Transferoptik, bestehend aus einem Hexapol,
fokussiert und gebiindelt in das Hochvakuum des Tandem-Quadrupolmassenspektrometers
tiberfiihrt (Gross, 2013).



28 Finleitung

DESOLVATION SAMPLING CLEANABLE
GAS MANIFOLD CONE BAFFLE

\.» \ b
: TRANSFER
\ OPTICS
f’ \
ISOLATION /

VENT
'

VALVE |
=]
™
ZSPRAY
CONE GAS ION BLOCK

Abbildung 1-15: Aufbau der lonenquelle und schematische Funktionsweise der Elektrosprayio-
nisation (ESI).Rechte Abbildung entnommen aus (Gross, 2013).

1.10.1.2 Tandem-Massenspektrometer (Massenanalysator)

Ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer besteht aus zwei Quadrupol Massenfiltern (MS1
und MS2) mit zwischengeschalteter Kollissionszelle (Abbildung 1-14). Der lineare Quadrupol
Massenanalysator setzt sich aus vier zylinderformigen Metallstdben, die in einem Quadrat zu-
einander angeordnet sind und als Elektroden fungieren zusammen (Abbildung 1-16). Dabei
besitzen je zwei sich gegeniiberliegende Elektrodenpaare das gleiche elektrische Potential (+
oder -). An die Stabpaare wird eine konstante Gleichspannung U angelegt auf die eine Wech-

selspannung mit der Amplitude ¥ und der Frequenz f = w/2m iiberlagert wird:

Ugms = U + V - cos(wt) (Gl. 1-5)

lonenbildung durch lonentrennung nach lonennachweis
ElektronenstoR3- dem m/e-Verhaltnis im lonen-
ionisation in der im Stabsystem detektor
lonenquelle

J

\HW.W[
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|

Abbildung 1-16: Schematische Darstellung eines Quadrupol-Massenspektrometers. Rechte
Abbildung entnommen aus (Pfeiffer, 2017).

Treten nun Ionen mit gleicher kinetischer Energie in das Quadrupolfeld ein, so werden diese
durch das elektrische Wechselfeld in x- und y-Richtung abgelenkt. Die lonen werden auf eine

sinusformige Bahn um die z-Achse gezwungen. Die Gesamtgeschwindigkeit der Ionen ist hier-
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bei abhingig von der Masse. Ionen hoherer Masse konnen aufgrund ihrer Tragheit den Rich-
tungswechsel bedingt durch die Spannungsénderungen nur langsam vornehmen und werden
weniger stark aus der Flugbahn abgelenkt als leichtere lonen. Insofern der Radius dieser Sinus-
bewegung kleiner als der Feldradius des Quadrupol-Massenspektrometers ist, konnen die Ionen
transmittieren. Ist der Radius jedoch grofer, so kommt es zur Kollision mit den Elektroden und
die Ionen werden entladen und kdnnen nicht passieren. Stabile Flugbahnen der Ionen (Trajek-
torien) konnen mittels Aufstellung von Bewegungsgleichungen und Losen der Mathieuschen
Differentialgleichungen berechnet werden. Da durch die ESI hauptsédchlich geladene unfrag-
mentierte lonen entstehen ist nach dem ersten Quadrupol eine Stoflionisation nétig um die Mo-
lekiile signifikant durch deren Fragmente zu identifizieren (collision-induced dissociation).

Dies gelingt mit einer Kollisionszelle wie sie in Abbildung 1-17 dargestellt ist.

] He, N, Ar
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Flugrohr
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Abbildung 1-17: Schematischer Aufbau einer Kollissionszelle (Gross, 2013).

Der Ionenstrahl wird durch eine Kapillare in eine R6hre mit geringem Volumen geleitet. Dort
stromt ein Inertgas (Argon) ein. Die Turbomolekularpumpe saugt ausstromendes Gas ab, um
einen Vakuumeinbruch zu vermeiden. Durch die Kollision der neutralen Gasmolekiile mit den
geladenen Tonen AB" kommt es zur Fragmentierung. Die Fragmentierung kann dabei wie folgt
stattfinden:

ABT+N - AB"”"+N 5 AT+B+N

ABT+N - AB"+N 5 A+B " +N

Durch die Kollision bildet sich die aktivierte Spezies AB*" die anschlieBend durch Dissoziation
in mogliche Fragmente iibergeht. Durch einen nachgeschalteten Quadrupol (MS2) findet die
Trennung der Fragmente statt. Uber einen Elektronenmultiplier (Dynode) wird das Ionensignal

verstarkt und anschlieflend elektronisch detektiert.

Uber den Multiple Reaction Monitoring Modus (MRM-Modus), wie auch in dieser Arbeit an-
gewendet, kann eine sehr empfindliche und selektive Quantifizierung erfolgen, da gezielt ein
Precursor-lon und daraus gebildete Produkt-lonen betrachtet werden (Cohen Freue and Bor-
chers, 2012).



30 Motivation und Zielsetzung

2 Motivation und Zielsetzung

Antibiotika werden in verschiedensten Umweltmatrices (z.B. Giille, Boden, Grund- und Ober-
flichenwasser) und auch in Pflanzen nachgewiesen. Die am haufigsten gefundenen Antibio-
tikawirkstoffe stammen aus den beiden Wirkstoffgruppen der Tetracycline und Sulfonamide.
Tetracycline gelten als im Boden immobile Substanzen mit hohen Sorptionseigenschaften (Hal-
ler et al., 2002; Hamscher et al., 2005a; Pfeifer et al., 2002). Zu dem Persistenz- und Akkumu-
lationsverhalten dieser Substanzklasse insbesondere im Oberboden wurden bereits zahlreiche
Studien durchgefiihrt (Hamscher et al., 2002; Hamscher et al., 2000; Hoper et al., 2003; Pa-
welzick et al., 2004). Eine Desorption dieser Stoffe im Laufe der Jahre ist denkbar (Bailey,
2015). Sulfonamide werden hingegen als mobile Substanzen beschrieben (Thiele-Bruhn, 2003).
Uber Positivbefunde im Wasser (Grund-, Trink-, Oberflichen- und Abwasser) (Boxall et al.,
2002; Thiele-Bruhn, 2003) und deren Aufnahme in Pflanzen wurde mehrfach berichtet
(Chitescu et al., 2013; Chitescu et al., 2012; Dolliver et al., 2007; Grote et al., 2006; Migliore
et al., 1996). Aufgrund dessen und im Hinblick auf die hohen Abgabemengen (Abbildung 1-1,
Tabelle 1-1) sind die Ausfiihrungen in der vorliegenden Arbeit auf diese beiden Wirkstoffgrup-
pen fokussiert. Insbesondere die subtherapeutischen Antibiotikagehalte, welche tiber pflanzli-
che und tierische Lebensmittel vom Menschen aufgenommen werden konnen, stehen im Ver-
dacht, die Entwicklung von Resistenzen zu fordern und konnen méglicherweise allergische Re-
aktionen begiinstigen (Aminov and Mackie, 2007; Chee-Sanford et al., 2009; Doyle, 2006; Gast
and Stephens, 1988; Kelley et al., 1998; Knapp et al., 2010; Kumar et al., 2005b; Kumar et al.,
2005a; Storteboom et al., 2010; Thiele-Bruhn and Beck, 2005).

Neben dem Verzehr tierischer Lebensmittel (Kapitel 1.3.2), konnen Menschen auch durch die
Aufnahme pflanzlicher Lebensmittel einer unerwiinschten Antibiotikaexposition iiber die Nah-
rung ausgesetzt sein, sofern diese mit antibiotikahaltiger Giille gediingt wurden. Fiir pflanzliche
Lebensmittel sind derzeit keine Riickstandshdchstmengen gesetzlich festgelegt. Geméal der na-
tionalen Verzehrsstudie II des Max Rubner-Instituts aus dem Jahr 2013 werden mehr pflanzli-
che (621 g Tag"!) als tierische (351 g Tag') Lebensmittel verzehrt (Max Rubner-Institut,
2013)8. Zudem nimmt der Trend zum ausschlieBlichen Verzehr pflanzlicher Lebensmittel (ve-

getarische oder vegane Erndhrungsweisen) in der heutigen Zeit stetig zu.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es daher Antibiotikariickstéinde, insbesondere von Tetracyclinen
und Sulfonamiden, in komplexen Umweltmatrices nachzuweisen, zu quantifizieren und das
Aufnahme- und Verteilungsverhalten dieser beiden Antibiotikagruppen in der Umwelt bzw. in
den Pflanzen zu analysieren und hinsichtlich moglicher Gefahren fiir Mensch und Tier nach
Aufnahme zu bewerten. Hierzu sollte eine Multimethode zur simultanen Erfassung und Quan-
tifizierung von Tetracyclinen und Sulfonamiden in komplexen Umweltmatrices wie Pflanzen,
Giille und Wasserproben mittels LC-MS/MS entwickelt, optimiert und validiert werden. Der
LC-MS/MS-Messung sollte eine effiziente Probenaufarbeitungsmethode vorangestellt wer-

den. Da sich im Laufe der Arbeit jedoch noch weitere Fragestellungen zu der Verlagerung der

8 Bei den angegebenen Zahlen handelt es sich um den arithmetischen Mittelwert aus der Befragung von Méinnern und Frauen.
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Antibiotika im Boden der Lysimeterrohre und deren Verbleib in den Versuchsboden der Auf-

wuchsversuche ergaben, wurde die Probenvorbereitung um die Matrix Boden erweitert.

In Kooperation mit dem Landesbetrieb Landwirtschaft Hessen (LLH) sollten Aufwuchsversu-
che in MitscherlichgefdBen durchgefiihrt werden. Die Einarbeitung der Antibiotika in den Ver-
suchsboden erfolgte geméal guter Laborpraxis (GLP) liber Giille. Um moglichst praxisnahe Be-
dingungen zu realisieren, sollte die Giille mit Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethazin und
Sulfamethoxazol in drei unterschiedlichen Konzentrationen (20, 50, 100 mg kg™ Giille) dotiert
und im Anschluss einer fermentativen Vorbehandlung in Reaktoren unterzogen werden. Im
ersten Versuchsjahr sollte deutsches Weidelgras als Versuchspflanze gewiahlt werden, da dies
sehr haufig als Futtermittel fiir Weidetiere dient. Eine indirekte Belastung des Menschen, auf-
grund des Verzehrs der von diesem Tier gewonnenen Lebensmittel, konnte somit nach Kenntnis
der Konzentrationen im Weidelgras abgeschitzt werden. Als Versuchsbdden sollten zwei Bo-
denarten aus Nordhessen gewidhlt werden: Baunataler L6 und Volkmarser Sand. Hierdurch
sollten mogliche Unterschiede auf das Antibiotikaaufnahmeverhalten in die Pflanze im Zusam-

menhang mit den Bodeneigenschaften betrachtet werden.

Im zweiten Versuchsjahr sollten Mohren als Versuchspflanze gewidhlt werden. Diese stehen in
direktem Kontakt mit dem antibiotikabelasteten Boden. Durch die getrennte Untersuchung der
Wurzeln, Schalen, Riiben und des Griins, wiren Aussagen liber die Verteilung der Antibiotika
in der Pflanze moglich. Die Giillelagerung sollte liber zwei verschiedene Ansétze, die sich im
Hinblick auf die Dauer, die Sauerstoffzufuhr und die Temperatur unterscheiden, simuliert wer-
den. Der Einfluss der Giillevorbehandlung auf eine mdgliche Antibiotikaeliminierung, sowie
Unterschiede im Aufnahmeverhalten durch die Pflanze sollte untersucht werden. Die Antibio-
tikazugabe sollte in einer Konzentration von 100 mg kg™ und vor der Giillelagerung vorgenom-

men werden. Als Versuchsboden sollte Sandboden Verwendung finden.

Die Verteilung der beiden Wirkstoffklassen im Boden und deren mdégliche Infiltration bis in
das Grundwasser sollte anhand von Lysimeterstudien im Labormafstab untersucht werden. Um
den Einfluss unterschiedlicher Bodeneigenschaften auf die Verlagerung der Substanzen im Bo-
den und eine Auswaschung ins Sickerwasser zu untersuchen, sollten auch hier Volkmarser
Sandboden und Baunataler LoBboden verwendet werden. Die Antibiotikaaufgabe sollte in An-
lehnung an den Weidelgrasaufwuchs in drei verschiedenen Konzentrationen (20, 50,
100 mg kg!) iiber dotierte Giille erfolgen. Diese sollte vor der Verwendung einer Fermentation

unterzogen werden.

Ein weiteres Teilprojekt der vorliegenden Arbeit umfasste die Untersuchung hessischer Grund-
wasserproben. Diese sollten im Rahmen des Grundwassermessprogrammes des Hessischen
Landesamtes fiir Naturschutz, Umwelt und Geologie (HLNUG) entnommen werden. Insgesamt
standen im Rahmen dieses Messprogrammes 500 Messstellen zur Verfiigung. Die Messdaten
konnten erste Einschédtzungen zu der moglichen Belastung hessischer Grundwisser mit den
ausgewdhlten Antibiotika erlauben.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Gerite, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Fiir die praktischen Arbeiten im Labor wurden die im Folgenden aufgelisteten Gerédte und Ma-
terialien verwendet (Tabelle 3-1). Hier nicht aufgefiihrte Gerédte wurden bei den Methoden spe-

zifiziert.

Tabelle 3-1: Verwendete Gerdte und Verbrauchsmaterialien.

Geriite

Analysenwaage

Verwendung

Chemikalien- und Probenein-

waage

Modell / Hersteller

BL 210S-OCE, Sar-
torius Lab Instru-
ments GmbH & Co.
KG

Automatisiertes Fest-

phasen-Extraktions-

Automatisierte Festphasen-An-

reicherung und Aufreinigung

Dionex AutoTrace
280, Thermo Scien-

System von Lysimeter-Eluaten und aus- tific
gewihlter Grundwasserproben
Laborschiittler Extraktion von Feststoffproben Reax 2, Heidolph
Instruments GmbH
& Co. KG
Magnetriihrer Ansetzen von (Puffer)-Losungen Rotilabo MH15,
Carl Roth GmbH &
Co. KG
Messermiihle Zerkleinerung und Homogeni- Grindomix GM
sierung der Feststoffproben 200, Retsch GmbH
Mikrozentrifugenge- Abfiillen filtrierter Grundwasser- VWR International
fafe, 1700 uL proben
pH-Messgerét Einstellen und Messen von pH- pH 3151, WTW
Werten GmbH

Pipetten Probenentnahme Research plus, Ep-
0,1 — 5000 pL pendorf AG
PP-Kurzgewindefla- Messvials zum Abfiillen der VWR International

schen, blickdicht
200 pL, 1500 puL

Probenextrakte
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Geriite Verwendung Modell / Hersteller
Probenkonzentrator Einengen von Proben Techne Dri-Block

(mit Stickstoffzufuhr)

DB-3D, Bibby Sci-
entific Limited

SPE-Kammer

Anreicherung und Aufreinigung

von Feststoffproben

Macherey-Nagel

Spritzen, 3 mL

Filtration der LC-Proben

Omnifix® Solo,
Braun Melsungen
AG

Spritzenvorsatzfilter

?: 0,2 um

Filtration der LC-Proben

Chromafil, Mache-
rey-Nagel

Spiilmaschine Reinigung von Glasgeriten G7883 CD, Miele
Professional
Trockenschrank Ausheizen von Glasgeriten; Heratherm®
Trockenmassebestimmung OMHG60, Thermo
Fisher Scientific
Inc.
Ultraschallbad Ansetzen von Stammldsungen; Elmasonic P, Elma
(beheizt) Extraktion der Feststoffproben Schidbauer GmbH
Vortexmischer Homogenisierung der Proben RS-VF 10, Phoenix
und Standards Instrument
Waage Einwaage der Standards MC 2108, Sartorius
Lab Instruments
GmbH & Co. KG
Zentrifuge Zentrifugieren von Feststoffpro- 3K15, SIGMA La-
ben borzentrifugen
GmbH
Zentrifugenrohrchen, Extraktion der Feststoffproben VWR International
PP, 15 mL
Zentrifugenrohrchen, Abfiillen von Grundwasserpro- VWR International

PP, blickdicht, 50 mL

ben zur routinemafBigen Untersu-

chung
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Tabelle 3-2: Verwendete SPE-Kartuschen.
Kartusche Sorbentmenge Volumen Hersteller
Oasis HLB 60 mg 3mL Waters, Eschborn
200 mg 6 mL
SampliQ OPT 60 mg 3mL Agilent Technologies
Strata-X 60 mg 3mL Phenomenex, Aschaffenburg
200 mg 3mL

Tabelle 3-3: Verwendete Chemikalien und Losungsmittel.

Chemikalien Qualitit Lieferant

Aceton UHPLC-MS Biosolve, Niederlande
Acetonitril UHPLC-MS Biosolve, Niederlande
Ameisensdure 99 %, UHPLC-MS Biosolve, Niederlande
Citronensdure Monohydrat >99,5% Carl Roth GmbH
Di-Natriumhydrogenphosphat >99,0 % Sigma-Aldrich
Ethanol > 99,8 % Carl Roth GmbH
Essigsédureethylester >99.9 %, LC-MS Grade  Carl Roth GmbH

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Molecular Biology Grade

Merck, Darmstadt

Isopropanol UHPLC-MS Biosolve, Niederlande

Methanol UHPLC-MS Biosolve, Niederlande

Natriumhydroxid >99,0 % Carl Roth GmbH

Salzsdure 30 % VWR International

Wasser UHPLC-MS Biosolve, Niederlande
3.2 Eingesetzte Zielanalyte und interne Standards

In dieser Arbeit verwendete Antibiotika und deren Metabolite bzw. Transformationsprodukte
sind in Tabelle 3-4 und Tabelle 3-5 gelistet. Als interne Standards (Tabelle 3-6) zum Quanti-
fizieren der Analyte in den Proben, wurden '*C-markierte Analoga der Sulfonamide verwendet.
3C-markierte oder deuterierte Standards der Tetracycline sind sehr teuer (>> 10.000,- €). Auf-
grund dessen wurde die Quantifizierung der Tetracycline iiber Demeclocyclin als internem
Standard vorgenommen. Dieser Antibiotikawirkstoff ist nicht im Anhang der VO (EU) Nr.
37/2010 gelistet und darf folglich nicht fiir die Behandlung von Tieren eingesetzt werden (VO
(EU) Nr. 37/2010, 2010). Das Vorkommen dieses Wirkstoffes in der Umwelt wird daher als
unwahrscheinlich eingestuft (Aronson, 1980; Zhu et al., 2001).
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Tabelle 3-4: Verwendete Antibiotika.
Antibiotika Strukturformel CAS-Nr. Qualitit Lieferant
Chlortetracyclin 64-72-2 >93 % Sigma-Aldrich
CTC
Sigma-Aldrich

OH o OH (o}
OH
N\ H H

Doxycyclin i 24390-14-5 >95%
poX L™
R OH

H CH3; o4 N
HsC” CHs

Sulfamethazin GHs 57-68-1 > 09 %
Q O N
SMZ \\S//

P

Sigma-Aldrich

g
NS CHy
)
Sulfamethoxazol o NG 723-46-6 > 99 %
| 3 =
H

HoN
QA
\S
o
HoN

Sigma-Aldrich

Tabelle 3-5: Verwendete Metabolite und Transformationsprodukte.

Metabolite und Strukturformel CAS-Nr. Qualitit Lieferant
Transformations-

produkte

Iso-Chlortetra- 514-53-4 95 % Santa-Cruz-
cyclin Biotechno-
Iso-CTC logy
N-Acetyl-Sulfa- e 100-90-3 98 % Santa-Cruz-
methazin O\\s/<0 )N\: \ Biotechno-
N-Ac-SMZ . I Q L logy
N-Acetyl-Sulfa- O\\S/<° D\cm 21312-10-7 >98 % Santa-Cruz-
methoxazol i Q/ E Biotechno-
N-Ac-SMX . logy
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Tabelle 3-6: Verwendete Interne Standards.

Interne Standards Strukturformel CAS-Nr. Qualitit Lieferant
Demeclocyclin 64-73-3 >93 % Sigma-Aldrich
DEM
Sulfamethazin- 1196157- >97 % Sigma-Aldrich
phenyl-'*Cg o \\ / /ﬁj\ 77-3
13C = ‘rso/ ~
SMZ-13Cs N
C C
H,NT Ve~
- —Q ] 0 — .
Sulfamethoxazol i 0\\8 //0 Mcm 1196157 >99 % Sigma-Aldrich
phenyl-'*Cg 162 “h:/ ) 90-0
SMX-13Cs HzNgc’%/C

3.3 Ansetzen von Losungen

3.3.1 Puffersysteme

Citronensiaure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine (Mcllvaine, 1921)

Mcllvaine-Puffer setzt sich aus 0,1 M Citronensdure- und 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-
Losung zusammen. Durch unterschiedliche Mischungsverhéltnisse der beiden Stammldsungen
lassen sich verschiedene pH-Werte von 2,2 bis 8 einstellen. Eine Nachjustierung des pH-Wertes

(= 0,1) wurde mit Salzsdure (30 %ig) oder Natriumhydroxid (> 99 %) vorgenommen.

0,1 M Citronensdure-Losung (Lésung A)

21,04 g Citronensiure (M = 210,04 g mol™!) wurden in 1 L UPLC-Wasser geldst.

0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Losung (Lésung B)

28,39 g Dinatriumhydrogenphosphat (141,96 g mol!) wurden in 1 L UPLC-Wasser geldst.

Mcllvaine-Puffer pH 4 mit EDTA-Zusatz

Zum Ansetzen eines Mcllvaine-Puffers mit einem pH-Wert von 4 wurden 614 mL Losung A
mit Losung B ad 1 L aufgefiillt. Vorab wurden 37,2 g EDTA fiir den 0,1 M Ansatz und 16,6 g
EDTA fiir den 0,05 M Ansatz zugegeben.
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1 M Citrat-Puffer (pH 4.7)

210,04 g Citronenséiure (M = 210,04 g mol') wurden in 1 L Wasser (UPLC-Qualitiit) geldst
(Hamscher et al., 2002). Eine Nachjustierung auf pH 4,7 + 0,1 wurde mit Salzsdure (30 %ig)

oder Natriumhydroxid (> 99 %) vorgenommen.

3.3.2 Stamm- und Kalibrierlosungen

Fiir die Durchfiihrung von Optimierungsversuchen, sowie flir die Ermittlung der Verfahrens-
kenndaten und fiir das Ansetzen von Matrixkalibrierungen wurde antibiotikafreie Giille dotiert.
Hierzu wurde ein Mischstandard (Standard 11, ¢ = 10 mg L") bestehend aus Chlortetracyclin,
iso-Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethazin, Sulfamethoxazol
und N-Acetyl-Sulfamethoxazol in Methanol verwendet. Als Ausgangslosungen hierfiir dienten
Einzelstammldsungen mit einer Analytkonzentration von je 1 g L™! in Methanol (Standard I).
Zum Erhalt des Standard I, wurden je 5 mg Antibiotikum in einen 5 mL-Messkolben eingewo-
gen und mit Methanol ad Marke aufgefiillt. Bei der Einwaage wurde die Reinheit des jeweiligen
Antibiotikums mitberiicksichtigt. Je nach Matrix und Fragestellung wurden unterschiedliche
Kalibrationslosungen bendtigt. Diese sind in Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8 aufgefiihrt. Die Auf-
bewahrung der Einzelstammldsungen und des Standard II erfolgte iiber 2 Monate im Gefrier-

schrank bei -28 °C. Die Kalibrierlosungen wurden nutzungstéglich frisch angesetzt.

Tabelle 3-7: Standards fiir den Nachweis von Antibiotikariickstdnden in Giille, Weidelgras und
Mohren (Mohrengriin, Mohrenriibe, Mohrenschale, Mohrenwurzeln).

Analyt Misch- Kalibrier- Kalibrier- Kalibrier-
Standard II Standard III Standard IV Standard V

je 50 pL Standard I arbeitstdglich 50 uL arbeitstdglich 250 pL.  je 500 pL Standard I

ad 5 mL Methanol Standard IT ad 5 mL Standard IT ad 5 mL ad 5 mL Wasser
Wasser Wasser

[mg L] [ng L] [ng L] [mg L]
CTC 10 100 500 100
Iso-CTC
DOX Fiir die Bestim-  Fiir die Messung Fiir die Messung
SMZ mung der NG von Probenim  von Proben im

. _1_ . _1_ .

SMX und BG im ng kg’-Bereich  mg kg™ -Bereich

- 1 _
N-Acetyl-SMZ unteren pg kg

N-Acetyl-SMX

Bereich
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Tabelle 3-8: Standards fiir den Nachweis von Antibiotikariickstdnden in Wasserproben iiber
Direktinjektion (Standard VI und VII) und automatisierte Festphasenextraktion an einem Au-
toTrace (Standard VIII und IX) bei einem Anreicherungsvolumen von 200 mL.

Analyt Kalibrier- Kalibrier- Kalibrier- Kalibrier-
Standard VI Standard VII Standard VIII  Standard IX

arbeitstdglich 50 uL arbeitstaglich 500 uL  arbeitstdglich 10 pL arbeitstaglich 500 uL
Standard IT ad 5 mL Standard VIad 10 mL  Standard Il ad 10 mL.  Standard IT ad 5 mL

Methanol Wasser Wasser Wasser

[ng L] [ng L] [ng L] [mg L]
CTC 100 5 10 1
Iso-CTC Fiir die Bestim-  Fiir die Bestim-  Fiir die Bestim-
DOX mung der Vali- mung der Vali-  mung der Pro-

dierungskennda- dierungskennda- ben in einem

SMZ ten und der Pro- ten und der Pro- Konzentrations-
SMX ben in einem ben in einem bereich ab

Konzentrations- Konzentrations- 50 ng L!
N-Acetyl-SMZ ' '
bereich von 25 bereich von 1

N-Acetyl-SMX bis 500 ng L™! bis 50 ng L™!

3.3.3 Interne Standardlosungen (ISTD)

Die verwendeten internen Standards Demeclocyclin, Sulfamethazin-'Cg und Sulfamethoxazol-
B3Cs wurden als Einzelstammldsungen in einer Konzentration von 1 g L' angesetzt. Hierzu
wurden je 5 mg der jeweiligen Substanz in 5 mL Methanol gelost. Aus diesen Einzelstammlo-
sungen wurde ein Mischstandard ISTD 1 angesetzt. Fiir die Quantifizierung von Antibiotika-
riickstinden in verschiedenen Matrices, wurde dieser ISTD 1 in unterschiedlichen Verdiin-

nungsstufen verwendet (Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9: Pipettierschema zum Ansetzen der internen Standardlosungen.

Kalibrierstandard Entnahmevo- ISTD 1* ISTD 2° ISTD 3¢
lumen aus der 250 uLISTD lad | 100 uLISTD 2 ad
Stammlésung 10 mL McOH 10 mL MeOH
ad 5 mL MeOH
P —
Demeclocyclin 2500 pL 500 mg L 12,5mg L} 125 pg Lt
Sulfamethazin->Cs 500 puL 100 mg L 2,5mgL! 25 ug L
Sulfamethoxazol-*Cs 500 uL 100 mg L 2,5mgL! 25 ug Lt

A[STD 1: Giille im mg kg'-Bereich; "ISTD 2: Giille im pg kg '-Bereich, Weidelgras, Méhrengriin, Méhrenriibe, Mdhrenscha-
len, Mohrenwurzeln, Bodeneluate (Anreicherungsverfahren); (ISTD 3: Grundwasser (Direktinjektionsverfahren).
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3.3.4 Ansetzen von Matrixkalibrierungen

Zum Ansetzen der Matrixkalibrierfunktion wurde analytfreie Matrix® in mindestens fiinf ver-
schiedenen Konzentrationsniveaus dotiert und analog der Proben aufgearbeitet. Zusitzlich

wurde ein Blindwert!? mitgemessen.

Tabelle 3-10: Pipettierschema zum Ansetzen der Matrixkalibrierung am Beispiel Méhrenwur-
zeln (Einwaage: 1 g).

Kalibrierstandard Standardlosung I11 Standardlosung IV ISTD 2
(¢c=100 pg LY (¢=500 pg L) (sieche Tabelle 3-9)

Blindwert - - 20 uL
0,5 ng kg! 5ul - 20 uL
2,5 ug kg! 25 uL - 20 uL
5 ng kg?! - 10 uL 20 uL
10 pg kg! - 20 uL 20 uL
20 ng kg! - 40 uL 20 uL
30 pg kg - 60 puL 20 uL
40 pg kg™ - 80 uL 20 uL
50 pg kg! - 100 uL 20 uL

3.4 Vorbehandlung von Glasgeriten

Alle verwendeten Glasgerite, welche mit Antibiotika in Beriihrung kamen, wurden mit Aceton
vorgespllt und fiir mindestens vier Stunden bei 200 °C im Trockenschrank ausgeheizt. Wenn
die Verwendung von Glas vermieden werden konnte, wurde es durch Kunststoff ersetzt (vgl.
Kapitel 1.8.2). Die Aufbewahrung von Standardlosungen erfolgte in PP-Zentrifugenréhrchen

und die Analysenextrakte wurden in braune PP-Messvials abgefiillt.

3.5 Bestimmung der Trockenmasse

Die Bestimmung des Trockenriickstandes wurde in Anlehnung an die DIN ISO 11465:1996-12
zur ,,Bodenbeschaffenheit - Bestimmung des Trockenriickstandes und des Wassergehalts auf
Grundlage der Masse - gravimetrisches Verfahren® durchgefiihrt (DIN ISO 11465:1996-12,
1996). Neben Bodenproben wurden auch die Trockenmassen fiir Weidelgras, Mohrenriibe,
Mohrenschale, Mohrengriin und Méhrenwurzeln iiber dieses Verfahren ermittelt. Die Einwaage
(in Dreifachbestimmung) erfolgte in Aluschidlchen und richtete sich nach der zur Verfiigung
stehenden Probenmenge (je nach Matrix zwischen 5 und 15 g). Die Trocknung erfolgte bei
103 £ 2 °C im Trockenschrank iiber einen Zeitraum von drei Tagen bis zur Gewichtskonstanz.
Diese wurde durch mehrmaliges Wiegen ermittelt. Aus der Dreifachbestimmung wurde der
arithmetische Mittelwert gebildet.

° Pflanzenmaterial der Kontrollansitze (Weidelgras: Varianten 1, 2, 15 und 16 (Tabelle 3-12); Mohren: Varianten 1 und 2 (Tabelle 3-13)).
10 Pflanzenmaterial der Kontrollansitze mit ISTD-Zusatz. Die Aufarbeitung erfolgte analog der Kalibrierstandards und Proben.
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3.6 Aufwuchsversuche (Gefiaflversuche)

Das Ziel der Aufwuchsversuche bestand darin, das Aufnahme- und Verteilungsverhalten aus-
gewdhlter Antibiotika in Pflanzen zu untersuchen. Antibiotikahaltige Giille, welche als Diinge-

mittel in den Boden eingearbeitet wurde, diente dabei als Vehikel.

3.6.1 Versuchsanlage

Alle im Rahmen der Dissertation durchgefiihrten Aufwuchsuntersuchungen wurden beim Lan-
desbetrieb Landwirtschaft Hessen (LLH) in Kassel-Harleshausen durchgefiihrt. Dort befindet
sich eine rotierende Versuchsanlage mit Mitscherlichgefd3en, welche fiir die Untersuchungen
genutzt wurde (Abbildung 3-1).

<!!:

L R P
no- il

Abbildung 3-1: Versuchsanlage des Landesbetriebes Landwirtschaft Hessen
in Kassel-Harleshausen.

Die Bewisserung erfolgte automatisiert, sodass allen Pflanzen die gleiche Wassermenge zur
Verfligung stand. Die Licht- und Temperaturverhéltnisse wurden durch die natiirlicherweise
herrschenden Wetterbedingungen bestimmt. Die Wetterdaten zum Zeitpunkt der Aufwiichse
konnen tiber die Homepage des LLHs unter Auswahl der Wetterstation ,,Harleshausen* {iber
den folgenden Link abgerufen werden: http://pflanzenproduktion.llh-hessen.de/wet-
ter/aws_monate anz.php (zuletzt gepriift im Juni 2018).

3.6.2 Versuchsbeschreibung zur Aufwuchsstudie 2014: Deutsches Weidelgras
3.6.2.1 Auswahl des Saatgutes

Als Pflanze fiir den Aufwuchsversuch 2014 wurde einjdhriges Deutsches Weidelgras der Sorte
,Lemmos* gewéhlt. Dieses Weidelgras dient hdufig als Futtermittel fiir Weidetiere und kann
wegen seines schnellen Wachstums mehrfach pro Jahr geschnitten und die einzelnen Schnitte
getrennt voneinander analysiert werden. Die Aufwuchsperiode begann am 15.04.2014 und en-
dete am 14.08.2014. Innerhalb dieser Zeitspanne wurden fiinf Weidelgrasschnitte geerntet und
auf ihren Antibiotikagehalt untersucht. Der Grasschnitt erfolgte ca. 1 — 2 cm tiiber der Boden-
oberfliche.
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3.6.2.2 Giilleproben, Dotierungen und Vorbehandlung durch Fermentation

Fiir die Versuche wurde wirkstofffreie Rindergiille vom Landesbetrieb Hessisches Landeslabor
»Eichhof* des Standortes Bad Hersfeld bereitgestellt. Vor Ort wurde die Giille mit Antibiotika
(Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethoxazol und Sulfamethazin) in drei verschiedenen
Konzentrationen von jeweils 20 mg kg™, 50 mg kg! und 100 mg kg™ dotiert. Die Festlegung
der Dotierniveaus erfolgte in Abstimmung aller Kooperationspartner in Anlehnung an nachge-
wiesene Antibiotikakonzentrationen in realen Giilleproben (Tabelle A-1 und Tabelle A-2).
Eine Konzentration von 20 mg kg™! sollte einer realen und 50 mg kg! einer hohen Belastung
entsprechen. Die 100 mg kg! Dotierung sollte ein worst-case-Szenario darstellen. Die Dotie-
rung erfolgte als Einzelsubstanzen um eine mogliche Stérung der Antibiotika untereinander
ausschliefen zu konnen. Zudem wurde ein Blindwert ohne Antibiotikazusatz angesetzt. Dieser
diente zum Ansetzen von Matrixkalibrierungen fiir die Quantifizierung der Analyten in den

Gilleproben.

Vor der Einarbeitung der Giille in den Versuchsboden wurde diese {iber einen Zeitraum von
35 Tagen fermentiert. Die Fermentationsdauer wurde von den Kooperationspartnern (LLH,
JLU GieBlen, LHL) festgelegt. Die Fermentation fand in Reaktoren mit einem Fassungsvermo-
gen von 20 Litern bei 38 — 40 °C im Wasserbad unter anaeroben Bedingungen statt. Ein Riihr-
werk in den Reaktoren sorgte flir eine kontinuierliche Durchmischung der Giilleansitze. Hilfs-
stoffe (z.B. Enzyme, Mikroorganismen, Entschdumer) (Henkelmann et al., 2018) wurden dem
Fermentationsansatz nicht zugesetzt. Zur Beurteilung einer moglichen Antibiotikaeliminierung
wihrend der Fermentation, wurden die Giilleproben nach der Vorbehandlung auf ihren Antibi-
otikagehalt untersucht. Der nachgewiesene Antibiotikagehalt in der Giille diente als Ausgangs-

wert flir die Berechnung der Antibiotika-Transferraten in die Pflanzen.

3.6.2.3 Bodenproben und Charakterisierung der verwendeten Versuchsboden

Fiir den Weidelgrasaufwuchs wurden zwei verschiedene Bodenarten gewihlt, die sich im Hin-
blick aufihre physikalisch-chemische Zusammensetzung unterscheiden. Hierbei handelt es sich

um typische Boden fiir die Region Nordhessen:

e Volkmarser Sand,

e Baunataler Lo8.

Die physikalisch-chemischen Bodeneigenschaften wurden vom LLH bestimmt und sind in Ta-
belle 3-11 aufgefiihrt. Die Boden wurden vor dem Einfiillen in die Mitscherlichgefdl3e gesiebt
(Kapitel 5.3.1) und geriittelt. Die Untersuchung der Bodenproben auf Antibiotikariickstdnde
erfolgte nach der Ernte der Pflanzen. Fiir die Homogenisierung der Bodenproben wurden diese
von Mitarbeitern des LLHs aus dem Mitscherlichgefdl in eine groB3e Schale iberfiihrt und hén-
disch durchmischt. Eine Teilprobe wurde fiir die Laboranalyse in Plastikbeutel abgefiillt.
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Tabelle 3-11: Kenndaten der verwendeten Boden im Gefdfs- und Lysimeterversuch. Die Daten
wurden vom LLH bestimmt und wie folgt an den LHL tibermittelt:

Bodeneigenschaft Volkmarser Sand Baunataler Lof3
pH-Wert 6,8 7,4
Phosphat als Phosphorpentoxid 32 mg/100 g Boden 34 mg/100 g Boden
(P205)

Kaliumoxid (K20) 10 mg/100 g Boden 18 mg/100 g Boden
Magnesium 3 mg/100 g Boden 20 mg/100 g Boden
Organischer Kohlenstoff (corg) 0,55 % 0,88 %
Gesamt-Stickstoff (N¢) 0,06 % 0,11 %
Humus-Qualitét (Corg/Nt) 9,17 8

Kupfer 2,036 mg/100 g Boden 1,98 mg/100 g Boden
Zink 2,085 mg/100 g Boden 3,7 mg/100 g Boden
Mangan 85,8 mg/100 g Boden 16,7 mg/100 g Boden
Bor 0,174 mg/100 g Boden 0,105 mg/100 g Boden
Molybdén < 0,015 mg/kg Boden <0,0052 mg/kg Boden
Sand 72,9 % 3.3%
Schluff 19,1 % 76,4 %

Ton 8,0 % 20,3 %

3.6.2.4 Versuchsdurchfiihrung

Zu Beginn wurden die insgesamt 112 Mitscherlichgefa3e mit je 6,5 kg des jeweiligen Ver-
suchsbodens befiillt. 0,5 kg der fermentierten Rindergiille wurde auf den Boden aufgebracht
und mit weiteren 0,5 kg Boden abgedeckt!!. Die Giille wurde zur besseren Verteilung im Boden
iiber Nacht einsickern lassen. Am Folgetag erfolgte die Aussaat. Hierzu wurden jedem Gefal3
1,2 g Saatgut des einjahrigen Weidelgrases der Sorte ,,Lemmos* zugesetzt. Der erste Weidel-
grasschnitt wurde ca. einen Monat nach der Aussaat geerntet. Im folgenden Zeitstrahl (Abbil-
dung 3-2) ist die zeitliche Abfolge der Versuchsdurchfiihrung mit den genauen Erntezeitpunk-
ten der insgesamt fiinf Weidelgrasschnitte im Aufwuchszeitraum vom 15.04. bis 15.08.2014
aufgefiihrt.

"' In Anlehnung an reale Feldbedingungen zur Simulation des Unterpfliigens.
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3.6.2.5 Probeniibersicht mit Erntemengen

Durch die Einzelaufgabe der Antibiotika in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen und

der Verwendung zweier Versuchsbdden ergaben sich 28 Varianten. Jede Variante wurde in 4-

facher Wiederholung (4 MitscherlichgefdB3e) angesetzt. Aus den Wiederholungen wurde nach

der Ernte eine Mischprobe gebildet und auf den Antibiotikagehalt untersucht. Hieraus ergaben

sich 140 Proben. Die Aufarbeitung dieser Proben erfolgte in Dreifachbestimmung. Tabelle

3-12 zeigt eine Ubersicht der Varianten und die erhaltenen Ernteertriige. Die ermittelten Tro-

ckenmassen in % sind im digitalen Anhang fiir Proben mit Positivbefund aufgefiihrt.

Tabelle 3-12: Varianteniibersicht und Ernteertrige des Weidelgrasaufwuchses 2014.

= Erntemengen
:% E 1.Schnitt 2.Schnitt 3.Schnitt 4.Schnitt 5.Schnitt
S5l | s&
'g -8 g g E{) gFM g2FrM gFM gFM gFM
> m| < M S
1 - -1 36,2 12,3 10,6 61,6 14,2
2 - -2 37,4 78,9 74,6 47,1 17,4
3 CTC 20 35,0 81,1 89,0 53,8 19,5
4 CTC 50 37,8 85,4 90,6 54,4 20,2
5 § CTC 100 41,0 80,9 85,9 53,0 19,7
6 é DOX 20 26,8 99,1 87,9 49,7 19,1
7 (;%) DOX 50 29,5 93,3 88,2 48,1 17,6
8 E,g DOX | 100 33,6 92,1 85,5 48,7 20,1
9 _;é SMX 20 39,1 96,5 80,8 49,4 18,8
10 ;3 SMX 50 42,7 111,2 74,6 53,7 19,5
11 SMX | 100 36,9 121,9 76,2 51,8 22,3
12 SMZ 20 28,0 117,9 68,7 55,6 18,3
13 SMZ 50 38,2 106,4 73,1 50,3 20,2
14 SMZ | 100 54,6 112,5 62,4 52,9 19,7
15 - - 54,4 39,8 27,4 77,1 38,4
16 - -2 74,5 113,4 76,4 68,0 443
17 CTC 20 74,5 94,9 71,8 57,6 36,2
18 CTC 50 73,8 79,0 78,7 63,9 454
19 g | CTC 100 66,6 90,6 81,4 62,3 445
20 § DOX 20 70,6 93,0 82,4 71,1 46,7
21 § DOX 50 69,7 97,9 80,6 69,0 41,4
22 g DOX | 100 64,5 96,1 87,6 70,9 41,5
23 g SMX 20 90,7 96,9 77,3 76,0 449
24 | & | SMX 50 80,9 96,8 68,7 67,5 46,1
25 SMX | 100 92,0 84,9 66,5 62,7 35,1
26 SMZ 20 80,5 105,0 68,6 63,2 38,6
27 SMZ 50 72,6 101,0 71,3 55,2 37,9
28 SMZ | 100 79,5 102,3 74,8 72,3 39,4

'Blindwert ohne Giille, 2Blindwert mit antibiotikafreier Giille
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3.6.3 Versuchsbeschreibung zur Aufwuchsstudie 2015: Mohren
3.6.3.1 Auswahl des Saatgutes

Als Pflanze fiir den Aufwuchsversuch 2015 wurden Mdohren der Sorte ,,Almaro* gewéhlt. Im
Unterschied zum Weidelgras, wo lediglich oberirdisch gewachsene Halme geerntet und analy-
siert wurden, steht das Wurzelgemiise in direktem Kontakt zu dem antibiotikahaltigen Giille-
Boden-Gemisch. Mohren sind komplett verzehrfiahig und kénnen auch im rohen Zustand von
Menschen konsumiert werden. Manche Bestandteile der Mohren (Mohrengriin, Mohrenschale
und Mohrenwurzeln) werden jedoch fiir gewohnlich nicht verzehrt. Die Aufwuchsperiode be-
gann am 06.04.2015 und endete am 06.08.2015 mit der Ernte der Mohren.

3.6.3.2 Giilleproben, Dotierungen und Vorbehandlung durch Fermentation und Lagerung

Fiir die Versuche wurde erneut Rindergiille vom LHL ,,Eichhof™ in Bad Hersfeld bereitgestellt.
Dort wurde die Giille mit Antibiotika (CTC, DOX, SMZ, SMX) in der ,,worst-case* Konzent-
ration von 100 mg kg! dotiert. Die Dotierung erfolgte ebenfalls als Einzelsubstanzen. Die Giille
wurde vor deren Ausbringung auf die Versuchsbéden zwei unterschiedlichen Vorbehandlungen
unterzogen: anaerobe Fermentation und aerobe Lagerung. Die Fermentation der Giille erfolgte
iiber einen Zeitraum von 40 Tagen unter den gleichen Bedingungen wie bei dem Weidelgras-
aufwuchs des Vorjahres (Kapitel 3.6.2.2). Eine weitere, in der Landwirtschaft iibliche Art der
Giillevorbehandlung, ist die Lagerung. Fiir den durchgefiihrten Versuch wurde diese iiber einen
Zeitraum von 8 Tagen im Dunkeln bei einer Temperatur von 20 °C unter aeroben Bedingungen
durchgefiihrt. Die Durchmischung erfolgte manuell unter Zuhilfenahme einer Schopfkelle. Im
Unterschied zu dem Aufwuchs 2014 wurden {iber den kompletten Verlauf der Fermentation
und Lagerung an unterschiedlichen Tagen 50 mL der Giilleproben entnommen und auf ihren
Antibiotikagehalt untersucht. Die Untersuchung dieser Giilleproben sollte die Eliminierung der
Antibiotika im Verlauf des jeweiligen Vorbehandlungsschrittes aufzeigen und diente gleichzei-

tig als Ausgangswert flir die Berechnung der Antibiotika-Transferraten in die Mohren.

3.6.3.3 Charakterisierung des verwendeten Versuchsbodens

Fiir den Mohrenaufwuchs wurde Volkmarser Sand als Versuchsboden gewéhlt. Die physika-
lisch-chemischen Eigenschaften sind in Tabelle 3-11 aufgefiihrt. Die Untersuchung der Boden-
proben auf Antibiotikarticksténde erfolgte nach der Ernte der Mdhren. Die Probenahme erfolgte
in Anlehnung an das Vorjahr (vgl. Kapitel 3.6.2.3).

3.6.3.4 Versuchsdurchfiihrung

Zu Beginn wurden die insgesamt 40 Mitscherlichgefdfe mit je 6 kg Volkmarser Sandboden
befiillt. 0,5 kg der fermentierten bzw. gelagerten Rindergiille wurde auf den Boden aufgebracht
und mit 0,5 kg Boden abgedeckt. Die Giille wurde zur besseren Verteilung im Boden {iber
Nacht einsickern lassen. Am Folgetag erfolgte die Aussaat der Mohrensamen. Um den Moh-
renriiben ausreichend Platz zum Wachsen zu belassen, wurden pro Gefdll nur vier Mdhren-

pflanzen aufgezogen.
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3.6.3.5 Probeniibersicht mit Ernteertrdgen

Auch bei dem Mohrenaufwuchs ergaben sich durch die Verwendung verschieden vorbehandel-
ter Rindergiillen insgesamt zehn Varianten. Jede Variante wurde in 4-facher Wiederholung an-
gesetzt (a — d). Untersucht wurden drei dieser Wiederholungen (a, c, d), die vierte (b) diente als
Riickstellprobe. Die drei zur Untersuchung herangezogenen Wiederholungen wurden getrennt
jeweils in Doppelbestimmung aufgearbeitet und untersucht. Aus diesen sechs unabhédngigen
Bestimmungen wurde der arithmetische Mittelwert als Ergebnis angegeben. Die Mohrenunter-
suchung auf Antibiotikariickstinde erfolgte zudem getrennt in Méhrenwurzel, Mohrenschale,
Mohrenriibe und Mohrengriin. Nach der Ernte wurden die Mdhren mit deionisiertem Wasser
gewaschen und mit einem Kiichentuch abgetrocknet. Nach dem Abtrennen des Griins und der
Wurzel wurde die Mohre geschilt und alle Kompartimente mittels Messermiihle zerkleinert. Es
ergaben sich somit insgesamt 240 Einzelmessungen. Tabelle 3-13 zeigt eine Ubersicht der Va-
rianten und die erhaltenen Erntemengen. Die ermittelten Trockenmassen in % sind fiir Varian-

ten mit Positivbefunden bestimmt worden und im digitalen Anhang aufgefiihrt.

Abbildung 3-3: Erhaltene Ernteertrdige des Mohrenaufwuchses 2015.

Tabelle 3-13: Varianteniibersicht und Erntemengen des Mohrenaufwuchses 2015.

= . oy Erntemengen [grm ]’
.§ —°§ E % % N % Mohrengriin | Mohrenriibe | Mohrenschale | Mohrenwurzel
SR BE|E |9E
1 - - -t 51,9 219,3 46,2 1,6
2 - - -2 212,7 765,0 81,0 4,9
3 § . CTC | 100 265,8 693.,0 126,6 4,9
4 é § DOX | 100 2322 807,0 96,0 5,5
51 8| & [ SMX 100 216,0 798,0 117,6 45
6 g — SMZ | 100 2394 792,0 109,8 6,6
7 é g CTC | 100 209.4 714,0 105,9 6,8
8 |2 [Dpox]Ioo 231,0 798,0 86,4 7,5
9 é’ SMX | 100 213,6 750,0 101,4 5,1
10 i SMZ | 100 213,6 825,0 99,6 5,1

Blindwert ohne Giille, 2Blindwert mit antibiotikafreier Giille, *Mittelwert aus 12 untersuchten Mdhren
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3.7 Lysimeterversuche

Uber Lysimeterstudien im LabormaBstab sollte die Verlagerung von Tetracyclinen und Sulfo-

namiden im Boden und deren mdgliche Infiltration bis in das Grundwasser untersucht werden.

3.7.1 Versuchsbeschreibung zur Lysimeterstudie im Labormafistab

Die Lysimeterstudien wurden am LHL Eichhof in Bad Hersfeld durchgefiihrt. Dort wurden
insgesamt 52 Kunststoffrohre mit einem Durchmesser von 7 cm und einer Lénge von 50 cm
aufgestellt (Abbildung 3-4).

Abbildung 3-4: Lysimeterrohre im Labormaf3stab.
Versuchsaufbau beim LHL Eichhof in Bad Hersfeld.

3.7.1.1 Giilleproben, Dotierungen und Vorbehandlung durch Fermentation

Die Antibiotikaaufgabe erfolgte, wie bei den Aufwuchsversuchen, als Einzelsubstanzen tiber
fermentierte Rindergiille. Die Dotierung der Giille wurde auf drei verschiedenen Konzentra-
tionsniveaus (20, 50 und 100 mg kg™') vorgenommen. Im Anschluss an die Dotierung wurde
die Fermentation vor Ort beim Eichhof durchgefiihrt. Hierzu wurden die gleichen Ansitze, wie
bereits fiir den Weidelgrasaufwuchs 2014, verwendet (vgl. Kapitel 3.6.2.2).

3.7.1.2  Charakterisierung der verwendeten Versuchsboden

Fiir die Versuche wurden, in Anlehnung an den Weidelgrasaufwuchs, Volkmarser Sand und
Baunataler LB gewéhlt. Die physikalisch-chemischen Bodeneigenschaften wurden vom LLH

bestimmt und sind Tabelle 3-11 zu entnehmen.
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3.7.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Am 30.06.2014 wurden die Rohre mit 2,5 kg Boden befiillt. AnschlieBend wurden einmalig
16 g Giille oberflachlich auf die Lysimeter aufgebracht (eine Einarbeitung in den Boden er-
folgte nicht). Die Giillemenge von 16 g je Lysimeter richtete sich nach dem Flacheninhalt der
Schnittfliche. Dieser betrug fiir die vorliegenden Lysimeterrohre 38,5 cm?. Fiir die Giilleauf-
gabe wurden 40 t / ha zugrunde gelegt, da Gaben von 2 x 20 t / ha und Jahr nach Auskunft des
Eichhofs hédufig vorgenommen werden. Am Eichhof wurde nach der Fermentation eine Néhr-
stoffanalyse der verwendeten Giille durchgefiihrt. GemiB dieser betrug der Gesamtstickstoft-
gehalt 3,508 kg / t Giille. Laut § 6 Abs. 4 DiiV diirfen aus Wirtschaftsdiingern tierischer Her-
kunft (...) Nahrstoffe nur so ausgebracht werden, dass die aufgebrachte Menge an Gesamtstick-
stoff (...) 170 kg / ha und Jahr nicht iiberschreitet (DiiV, 2017). Bei dem vorliegenden Ver-
suchsansatz betrug die Menge an Gesamt-N 146 kg / ha und war somit konform mit der Diin-

geverordnung und stellte zusitzlich einen praxisnahen Wert dar.

Taglich wurden 10 mL deionisiertes Wasser auf die Rohre aufgegeben. Die Menge entspricht
einer jihrlichen Niederschlagsmenge von 950 L m?. Zur Vermeidung von Verdunstung wurden
die Rohre an deren Oberfliche mit einer Petrischale abgedeckt. Am unteren Ende erfolgte die
Abdichtung mit einem Kunststoffdeckel. In diesen wurde ein Loch gebohrt und ein Schlauch
zum Ablauf des aufgegebenen Wassers angebracht. Die Eluate wurden wochentlich (ca. 50 mL)
in 100 mL Kunststoffgefden aufgefangen. Um spéter eine Bilanzierung vornehmen zu konnen,
wurden die exakten Riickwaagen der erhaltenen Eluate notiert. Die Proben wurden bis zur Ana-
lyse bei + 5 °C in einer Kiihlzelle gelagert. Am 16.01.2017 wurden die Sdulen 7, 33, 13, 39, 19,
45, 25 und 51 abgebaut. Diese acht Sdulen sollten zur Untersuchung der Antibiotikaverteilung
in den einzelnen Bodenschichten des jeweiligen Lysimeterrohrs dienen. Hierzu wurden die
Rohre an deren Ober- und Unterseite abgedichtet, bei -28 °C eingefroren und im gefrorenen
Zustand in Abstinden von 5 cm mit einem Winkelschleifer durchgesigt (Abbildung 3-5). Pro
Rohr ergaben sich neun Schnitte. Der Boden dieser einzelnen Schichten wurde auf den Antibi-

otikagehalt untersucht.

Abbildung 3-5: Verlagerung von Antibiotika in Bodenschichten. Erhalt der Bodenproben
durch Zersdgen der Lysimeterrohre im Abstand von 5 cm.
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3.7.1.4 Probeniibersichten

Bodenschichten

Aus den jeweils neun Bodenschnitten der acht Lysimeterrohre ergaben sich insgesamt 72 ein-
zelne Bodenproben. Diese wurden in Dreifachbestimmung aufgearbeitet und analysiert. Um
eine Bilanzierung des Antibiotikaiiberganges vornehmen zu kdnnen, wurden die einzelnen B6-

den ausgewogen (Tabelle 3-14).

Tabelle 3-14: Ubersicht der Bodenschnitte und der darin enthaltenen Mengen an Boden, bezo-
gen auf Frischmasse.

g ,E E Bodenschichten
= N =
2 5.3
% |2 |g22| 1| 2|3 a|s e 7| 8|09
« | EX |2 | 382
S |8 | & |25z | [el | [e1] [el | [el [ [l | [el | [el | [gl | el

7 LoB CTC | 1601,1 360 | 342 | 326 |322 |335 |291 |317 |335 |285
33 | Sand CTC | 1601,1 |297 |293 |273 |320 |311 |315 |297 |318 |302
13 | LoB DOX | 1601,7 | 302 |336 |331 |332 |339 |334 |327 |363 |289
39 [Sand | DOX |1601,7 |315 |[308 |303 |[299 |301 |307 |292 |295 |330
19 | LoB SMX | 1600,8 | 335 | 305 |328 |298 |305 |320 |327 |322 | 326
45 | Sand SMX | 1600,8 |323 | 301 |385 |287 |301 |303 |291 |305 |326
25 | LoB SMZ | 1602,5 | 278 |342 |329 |340 |329 |333 |346 |351 | 302
51 | Sand SMZ | 1602,5 | 275 | 274 |307 |299 |308 |312 |314 |321 |290

Bodeneluate

Da die Analyten einzeln, in drei verschiedenen Konzentrationen und iiber zwei verschiedene
Versuchsboden aufgegeben wurden, ergaben sich verschiedene Versuchsansitze (Tabelle
3-15). Jeder Ansatz wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt, sodass insgesamt 52 Lysime-
terrohre bendtigt wurden. Die Untersuchung der Bodeneluate wurde iiber einen Zeitraum von
24 Monaten vorgenommen. In diesen zwei Jahren ergaben sich insgesamt 4992 Proben. Um die
Probenuntersuchung im Rahmen des Mdoglichen zu halten, wurde mit den Bodeneluaten der
hochst dotierten Lysimeterrohre, mit einer aufgebrachten Antibiotikakonzentration von
100 mg kg! Giille, begonnen. Zudem wurden jeweils vier Wochenproben zu einer ,,Monats-

mischprobe® vereint. Die untersuchten Sdulen sind in Tabelle 3-15 hervorgehoben.
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Tabelle 3-15: Varianteniibersicht der Lysimeterrohre (Sdule 1 — 26. Lofsboden; Sdule 27 — 52:
Sandboden).

Séiule | Boden Séiule | Boden Antibiotikum | Konzentration in | Konzentration
[2,5 kg] [2,5 kg] Giille [mg/kg] pro Siule
[ng/16 g Giille]

1 LoB 27 Sand ohne Zusatz 0 0

2 Lol 28 Sand ohne Zusatz 0 0

3 Lo 29 Sand CTC 20,13 3221

4 Lo6B 30 Sand CTC 20,13 322,1

5 Lo 31 Sand CTC 50,09 801,5

6 Lo 32 Sand CTC 50,09 801,5

7 LoB 33 Sand CTC 100,07 1601,1

8 Lo 34 Sand CTC 100,07 1601,1
9 Lo6B 35 Sand DOX 20,00 320,0
10 LoB 36 Sand DOX 20,00 320,0
11 Lo6B 37 Sand DOX 50,11 801,7
12 Lo6B 38 Sand DOX 50,11 801,7
13 Lon 39 Sand DOX 100,11 1601,7
14 Lo6B 40 Sand DOX 100,11 1601,7
15 LoB 41 Sand SMX 20,16 322.5
16 Lo6B 42 Sand SMX 20,16 3225
17 LoB 43 Sand SMX 50,05 800,8
18 LoB 44 Sand SMX 50,05 800,8
19 LoB 45 Sand SMX 100,05 1600,8
20 LoB 46 Sand SMX 100,05 1600,8
21 Lo6B 47 Sand SMZ 20,05 320,8
22 LoB 48 Sand SMZ 20,05 320,8
23 Lo6B 49 Sand SMZ 50,16 802,5
24 Lo6B 50 Sand SMZ 50,16 802,5
25 Lon 51 Sand SMZ 100,16 1602,5
26 Lo6B 52 Sand SMZ 100,16 1602,5

3.8 Grundwasseruntersuchungen

Fiir die routineméfBige Bestimmung von Antibiotikariickstinden in Grundwasserproben wurde
eine LC-MS/MS-Methode entwickelt und validiert. Die Proben wurden im Rahmen des Grund-
wassermessprogrammes im Auftrag des HLNUG untersucht. Da bislang keine Riickstands-
hochstmengen fiir Antibiotika im Grundwasser gesetzlich geregelt sind, legte der Auftraggeber
das Erreichen einer Bestimmungsgrenze von 50 ng L' fest!'?. Jihrlich wurden insgesamt ca.
500 Grundwassermessstellen in Hessen beprobt und mittels der Methode auf ihren Antibioti-
kagehalt analysiert. Die Probenahme erfolgte in 50 mL lichtundurchldssigen Kunststoffgefd3en
mit Schraubverschluss und begann am 01.01.2016. Die Proben wurden bis zu deren Analyse
im Dunkeln bei + 4 °C gelagert.

12 Hierbei handelt es sich um den halben Wert im Vergleich zu Pflanzenschutzmitteln: Anlage 2 der GrwV regelt einen Schwellenwert fiir
Wirkstoffe in Pflanzenschutzmitteln einschlieBlich der relevanten Metaboliten von 0,1 ug L (GrwV, 2017).
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3.9 Messmethode zur Bestimmung von Antibiotika in verschiedenen Um-
weltmatrices mittels UHPLC-MS/MS

3.9.1 Chromatographische Bedingungen

Die chromatographische Trennung der ausgewidhlten Tetracycline und Sulfonamide erfolgte
iber ein Ultra-High-Performance-Liquid-Chromatography-System (UHPLC) der Firma Wa-
ters. Fiir die Trennung wurde eine Raptor Biphenyl Sdule der Firma Restek gewéhlt. Mit dieser
Sdule war im Vergleich zu modifizierten C-18 Sdulen, wie beispielsweise der BEH oder Shield
der Firma Waters, eine Trennung zwischen Chlortetracyclin und 4-Epi-Chlortetracyclin, sowie
eine Trennung zwischen Iso-Chlortetracyclin und Epi-iso-Chlortetracyclin moglich. Fiir die
chromatographische Trennung kam ein bindres Gradientensystem zum Einsatz. Tabelle 3-16
fasst die chromatographischen Bedingungen zusammen. Diese konnten flir die Analyse der

zehn, im Rahmen dieser Arbeit, untersuchten Matrices verwendet werden.

Tabelle 3-16: Chromatographische Bedingungen.

Gerit Acquity UHPLC-System der Firma Waters
Trennsiule Raptor Biphenyl 2,1 x 100 mm S&ule mit einer Partikelgrof3e
von 2,1 um der Firma Restek oder eine vergleichbare
Trennsdule
Vorsiule Raptor Biphenyl 5 x 2,1 mm; Partikelgréfe 2,1 pm der Firma
Restek oder eine vergleichbare Vorsiule
Sidulentemperatur 35°C
Injektionsvolumen 20 uL (angereicherte Proben) / 100 pL (direkt injizierte Proben)
Eluent A 0,1 % Ameisensdure in Acetonitril
Eluent B 0,1 % Ameisensdure in Wasser
Gradient Zeit Fluss Eluent A Eluent B
[min] [mL/min] [%] [%]
0 0,300 20 80
2,00 0,300 20 80
5,00 0,300 30 70
7,00 0,300 50 50
7,50 0,400 99 1
8,50 0,400 99 1
8,60 0,300 20 80
10,00 0,300 20 80
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3.9.2 Massenspektrometrische Bedingungen

Fiir die massenspektrometrische Detektion der Substanzen wurde ein Tandem-Massenspektro-
meter der Firma Waters verwendet. Um die optimalen massenspektrometrischen Bedingungen
ermitteln zu konnen, musste die aktuelle Gerétekalibrierung mit den darin festgelegten Einstel-
lungen fiir Ionenquelle und Analysator in die Tune-Page eingeladen werden (Tabelle 3-17).
Zur Bestimmung der optimalen LC-MS/MS-Einstellungen wurde jeder Analyt anhand dessen
Signalintensitit ,,getuned*. Durch Variation der Cone-Spannung und Kollisions-Energien kon-
nen in diesem Prozess die Empfindlichkeiten der einzelnen Substanzen gesteigert werden. Zum
Tunen wurden Referenzstandards mit einer Analytkonzentration von 1 mg L™! in Methanol an-
gesetzt und direkt in das Massenspektrometer injiziert. Uber den MS Scan konnte das Mutterion
gefunden, sowie dessen exakte Masse und Cone-Spannung eingestellt werden. Uber den Toch-
ter Scan wurden jeweils zwei Masseniibergénge ermittelt und deren Kollisions-Energien opti-
miert (Tabelle 3-18).

Tabelle 3-17: Massenspektrometrische Bedingungen (beispielhaft).

Ger:iit Triple-Quadrupol-Detektor der Firma Waters
Ionenquelle Modus ESI(+)

Capillary 1,05 kV

Extractor 3,00V

RF Lens 0,3V

Source Temperature 130 °C

Desolvation Temperature | 450 °C

Cone Gas Flow 60 L/Hr

Desolvation Gas Flow 850 L/Hr

Collision Gas Flow 0,20 — 0,25 mL/Min
Analysator LM 1 Resolution* 5,10

HM 1 Resolution* 14,70

LM 2 Resolution* 12,20

HM 2 Resolution* 15,00

Ion Energy 1 0,40

Ion Energy 2 1,40

Collision Cell Pressure 3,0-4,0 - 10> mbar

* Bedingungen sind der aktuellen Gerétekalibrierung entsprechend anzupassen. Nach jeder Wartung ist die aktuelle Kalibrie-
rung in die Tune-Page zu laden.
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Tabelle 3-18: Masseniibergdinge und massenspektrometrische Einstellungen.

Analyt Molare | Quantifier | Qualifier Cone | Collision
Masse | (Q1) (Q2)
[Da] [Da] [Da] [V] [eV]
P —
(Epi)-Chlortetracyclin 479,17 | 444 154 36 20 (Q1)
44 (Q2)
(Epi)-Doxycyclin 44523 | 428 154 34 20 (Q1)
28 (Q2)
(Epi)-iso-Chlortetracyclin 479,15 | 462 197 32 18 (Q1)
48 (Q2)
N-Acetyl-Sulfamethazin 321,15 | 134 186 46 28 (Q1)
20 (Q2)
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 296,09 | 134 198 42 24 (Q1)
18 (Q2)
Sulfamethazin 279 186 92 38 18 (Q1)
26 (Q2)
Sulfamethoxazol 254,05 |92 156 34 30 (Q1)
18 (Q2)
Demeclocyclin (1) 465,12 | 448 154 34 15 (Q1)
28 (Q2)
Sulfamethazin-phenyl-'*C¢ (2) | 285 186 98 38 16 (Q1)
32 (Q2)
Sulfamethoxazol-phenyl-'3Cs | 260,07 | 98 162 30 26 (Q1)
3) 16 (Q2)

Tabelle 3-19: Fortfiihrung der Tabelle 3-18.

Analyt Dwell-Time | Retentionszeit | Quantifizierung
[s] [min] iiber

(Epi)-Chlortetracyclin 0,006 4,28; (3,19: Epimer) | (1)
(Epi)-Doxycyclin 0,006 4,66 (1)
(Epi)-iso-Chlortetracyclin 0,006 2,58; (1,84: Epimer) | (1)
N-Acetyl-Sulfamethazin 0,006 2,70 (2)
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 0,011 4,82 3)
Sulfamethazin 0,006 3,05 (2)
Sulfamethoxazol 0,011 4,62 3)
Demeclocyclin (1) 0,006 3,14
Sulfamethazin-phenyl-13Cs (2) 0,006 3,05
Sulfamethoxazol-phenyl-'*Cg (3) 0,011 4,62
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3.9.3 Identifizierung und Quantifizierung der Analyte / Datenauswertung

Alle Messungen wurden tliber die Software MassLynx Version 4.1 (Waters) vorgenommen und
ausgewertet. Die Messung der Analyte erfolgte im Multiple Reaction Monitoring Mode
(MRM).

Die Quantifizierung der Analyten wurde iiber Matrixkalibrierungen mit internem Standardzu-
satz vorgenommen. Zur Erstellung einer Kalibrierfunktion wurde der Response gegen die Kon-
zentration aufgetragen. Bei dem Response handelt es sich um das Verhiltnis der Analyt-Peak-

fliche des ersten Uberganges zu der Peakfliche des jeweiligen internen Standards.

Zur Identifizierung einer Substanz wurden die jeweiligen Retentionszeiten resultierend aus der
zeitlichen chromatographischen Trennung, sowie das Ion Ratio herangezogen. Das Ion Ratio
setzt sich aus dem Verhiltnis zwischen der Analyt-Peakfliche des ersten Uberganges zu der
Analyt-Peakfliche des zweiten Uberganges zusammen und ist charakteristisch fiir jede Sub-
stanz. Zur Identifizierung eines Analyten und Absicherung von Positivbefunden wurde das Ion

Ratio der Probenldsung mit dem der Matrixkalibrierung verglichen'?.

Die Angabe der Tetracyclingehalte erfolgte als Summe aus der Ursprungssubstanz und dessen

Epimer.

13 Der Analyt in der Probe musste die gleiche Retentionszeit (= 5 %) und das gleiche Ion-Ratio (+ 20 %) wie der Analyt in der Kalibrierung
aufweisen (Toleranzen in Anlehnung an Zhou et al. 2012).
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3.10 Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitungsmethode fiir

feststoffreiche Umweltproben anhand von Rindergiille

Im ersten Schritt der Probenvorbereitung miissen die nachzuweisenden Analyte mdoglichst
quantitativ aus der Probenmatrix herausgelost werden. Hierzu wird das Probenmaterial mit ei-
nem geeigneten Extraktionsmittel extrahiert. Die durchgefiihrten Entwicklungs- und Optimie-
rungsschritte der Fest-Fliissig-Extraktion in Bezug auf die Wahl eines geeigneten Extrakti-

onsmittels und geeigneter Extraktionsbedingungen sind in Abbildung 3-6 zusammengestellt.

Extraktionsmittel Extraktionsbedingungen
Organische Extraktionsmittel Extraktionszeit
¢ Methanol * 10, 15, 30, 45, 60 Minuten
 Ethanol

Extraktionstemperatur

+ Isopropanol - L L
 Acetonitril RT, 40 °C, 60 °C
* Ethylacetat Extraktionsvolumen
* Aceton * 5und10 mL

Extraktionszyklen
Wiissrige Extraktionsmittel e
* Mcllvaine-Puffer pH4; 0,1 M EDTA
* Mcllvaine-Puffer pH 7; 0,1 M EDTA
* Mcllvaine-Puffer pH 10; 0,1 M EDTA
« Citrat-Puffer pH 4,7; 0,05 M EDTA

Abbildung 3-6: Entwicklungs- und Optimierungsschritte der Fest-Fliissig-Extraktion.

Die Aufarbeitung besonders matrixreicher Proben wie Rindergiille, Weidelgras und Mohren
umfasst zudem hdufig den Probenvorbereitungsschritt der Festphasenextraktion (SPE — So-
lid-Phase-Extraktion). Die SPE dient der Aufreinigung des Probenextraktes und der Anrei-
cherung der Analyte in der Probe iiber eine feste Phase. Hierdurch kénnen niedrigere Bestim-
mungsgrenzen erzielt werden. Durchgefiihrte Entwicklungs- und Optimierungsschritte der SPE

fasst Abbildung 3-7 zusammen.

SPE-Protokoll

Konditionierung: 3 mL Methanol
Aquilibrierung: 3 mL Wasser
Probenaufgabe: 8 mL

Waschen: 3 mL Wasser

Elution: 3 mL Methanol

Eindampfen: unter Stickstoffstrom, 40 °C
Wiederaufnahme: 1 mL Anfangseluent

SPE-Kartusche

* Oasis HLB 60 mg
* Oasis HLB 200mg
* Strata-X 60 mg

* Strata-X 200 mg

¢ Sampli-Q OPT-Polymer 60 mg

Optimierungen[ﬂ’ berpriifungen

(ausgehend von dem aufgefuhrten SPE-Protokoll)

» Waschschritt: Wasser mit Methanol-
Zusatz

+ Verluste bei der Probenaufgabe

Abbildung 3-7: Entwicklungs- und Optimierungsschritte der Festphasenextraktion.
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3.10.1 Fest-Fliissig-Extraktion

Zur Bestimmung von Antibiotikariickstdnden aus feststoffreichen Matrices ist zunédchst deren
Uberfithrung in ein fliissiges Medium notwendig. Hierzu ist eine Fest-Fliissig-Extraktion die
Probenaufarbeitungsmethode der Wahl. Extraktionsversuche wurden mit verschiedenen orga-
nischen Losungsmitteln und wéssrigen Puffern durchgefiihrt. Bei der Wahl der organischen
Losungsmittel wurde sich an der elutropen Reihe orientiert. Hierbei wurde versucht auf beson-
ders toxische oder kanzerogene Losungsmittel wie Dichlormethan und Hexan, wenn moglich,
zu verzichten. Als Puffer wurden Mcllvaine-Puffer und Citratpuffer getestet. Diese beiden Puf-
fersysteme werden insbesondere im Zusammenhang mit der Tetracyclinanalytik iberwiegend
in der Literatur beschrieben. Héaufig erfolgt zudem die Zugabe von EDTA. Sowohl Citronen-
sdure als auch EDTA sind Komplexbildner. Die Komplexierung von Tetracyclinen an mehr-
wertigen Kationen soll iiber deren Zusatz vermieden bzw. verringert werden (Berendsen et al.,
2015; Oka et al., 2000).

3.10.1.1 Wahl des geeigneten Extraktionsmittels

Organische Losungsmittel

Zu den getesteten organischen Losungsmitteln zdhlten Methanol, Ethanol, Isopropanol, Aceto-
nitril, Ethylacetat und Aceton. Da kein geeignetes zertifiziertes Referenzmaterial zur Verfii-
gung stand, wurden die Optimierungsversuche mit analytfreier Rindergiille vom LHL Eichhof
durchgefiihrt. Diese wurde mit den Zielanalyten angereichert. Hierzu wurde 0,5 g Giille in ein
15 mL PP-Zentrifugenrdhrchen eingewogen und mit 50 pL eines Antibiotika-Mischstandards
(Standard V, Tabelle 3-7) bestehend aus Chlortetracyclin, iso-Chlortetracyclin, Doxycyclin,
Sulfamethazin, Sulfamethoxazol, N-Acetyl-Sulfamethazin und N-Acetyl-Sulfamethoxazol do-
tiert. Die Antibiotikakonzentration in der Giille betrug nach der Dotierung fiir jedes Antibioti-
kum 10 mg kg'!. Die dotierten Proben wurden eine Stunde im Kiihlschrank bei + 5 °C einwir-
ken lassen, um eine Wechselwirkung der Analyte mit der Matrix zu gewéhrleisten. Im An-
schluss wurden 5 mL des jeweiligen Extraktionsmittels zugegeben und die Probenmischung fiir
eine Minute iiber einen Vortexmischer homogenisiert. Die Extraktion erfolgte fiir 15 Minuten
iiber eine Labor-Schiittelmaschine bei Raumtemperatur. Nach zehnmintitiger Zentrifugation bei
5000 x g wurde ein Aliquot des Uberstandes abgenommen und iiber einen 0,2 pum Membran-
filter filtriert. Der filtrierte Extrakt wurde 1:50 mit Anfangseluent der LC (Acetonitril/Wasser-
Gemisch (20:80; v/v) mit 0,1 % Ameisensédure) verdiinnt und mittels UHPLC-MS/MS gemes-
sen. Die Wiederfindungen wurden gegen eine Losungsmittelkalibrierung im Konzentrations-

bereich von 1 bis 50 mg kg™! bestimmt.

Wissrige Citrat-Phosphat-Puffersysteme

Fiir die Extraktionstests mit Citrat-Phosphat-Puffersystemen wurden die gleichen Extraktions-
bedingungen gewihlt wie fiir die organischen Losungsmittel. Die Extraktion wurde mit Mcll-
vaine-Puffer pH 4, pH 7 und pH 10 mit jeweils 0,1 M EDTA durchgefiihrt. Als weiteres Ex-
traktionsmittel wurde Citratpuffer pH 4,7 mit 0,05 M EDTA getestet.
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3.10.1.2 Optimierung der Extraktionsbedingungen

Extraktionstemperatur

Zur Durchfithrung von Extraktionen bei hoheren Temperaturen als Raumtemperatur wurde ein
beheizbares und mit Thermostat ausgestattetes Ultraschallbad verwendet. Die Extraktionen
wurden unter Anwendung von Ultraschall bei 40 °C und 60 °C durchgefiihrt und mit der Ex-
traktion bei Raumtemperatur {iber eine Labor-Schiittelmaschine verglichen. Die Extraktionszeit
betrug 15 Minuten. Als Extraktionsmittel wurden Mcllvaine-Puffer verschiedener pH-Werte
getestet.

Extraktionszeit

Zur Priifung ob eine weitere Steigerung der Extraktionsausbeuten mit der Zunahme der Extrak-

tionsdauer korreliert, wurden verschiedene Extraktionszeiten getestet (10, 15, 30, 45, 60 Min.).

Extraktionszyklen

Nach der Extraktion wurde der Extraktionsiiberstand abdekantiert. Der Extraktionsrickstand
wurde erneut mit 5 mL Mcllvaine-Puffer pH 4 extrahiert. Die Extraktionsiiberstdnde aus der

ersten und zweiten Extraktion wurden vereint.

EDTA-Zusatz

Neben einer EDTA-Konzentration von 0,1 M wurde ebenfalls eine Konzentration von 0,05 M

getestet.

3.10.2 Festphasenextraktion
3.10.2.1 Auswahl der geeigneten SPE-Kartusche

Bei den Zielanalyten handelt es sich um zwei verschiedene Wirkstoffgruppen. Diese unter-
scheiden sich in thren chemischen Eigenschaften (Kapitel 1.8, 1.9 und 5). Um eine Multime-
thode zu entwickeln wurden daher SPE-Materialien zum Test ausgewihlt, die sowohl das An-
reichern saurer, neutraler und basischer Komponenten erlauben. Zudem wurden aufgrund des
hohen Wasseranteils des Probenextraktes Umkehrphasenmaterialien gewihlt. Zum Test wur-
den drei Kartuschen (Oasis-HLB, Strata-X, SampliQ-OPT) von verschiedenen Herstellern her-
angezogen (Tabelle 3-2).

3.10.2.2 Screening ohne Giille-Zusatz

Die ,,Vor“-Auswahl der SPE-Kartuschen wurde anhand matrixfreier Antibiotikastandards vor-
genommen. Hierzu wurden 50 uL Standard IV (Tabelle 3-7) (dies entspréiche bei einer Proben-
einwaage von 0,5 g einer Konzentration von 50 ug kg'') und 20 uL ISTD 2 (Tabelle 3-9) in ein
15 mL PP-Zentrifugenrohrchen vorgelegt. Im Anschluss daran wurden 10 mL Mcllvaine-Puf-
fer pH 4 mit einem EDTA-Zusatz von 0,05 M zugegeben. Die Probe wurde verschlossen, iiber
einen Vortexmischer homogenisiert und fiir 15 Minuten in einem 40 °C warmen Ultraschallbad
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extrahiert. Der komplette Extrakt wurde iiber die jeweilige SPE-Kartusche gegeben. Diese
wurde zuvor mit 3 mL Methanol, gefolgt von 3 mL Wasser konditioniert. Der Waschschritt
wurde im Anschluss mit 3 mL Wasser durchgefiihrt und die Elution der Analyte von der Kar-
tusche erfolgte mit 3 mL Methanol. Das FEluat wurde in einem Probenkonzentrator unter einem
Stickstoffstrom bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 1 mL eines
Acetonitril/Wasser-Gemisches (20:80; v/v + 0,1 % Ameisensédure) geldst, liber einen 0,2 pm
Spritzenvorsatzfilter membranfiltriert und ein Aliquot von 20 pL in das LC-MS/MS-System
injiziert. Alle Ansédtze wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Wiederfindungen
wurden gegen einen direktinjizierten Losungsmittelstandard der gleichen Analytkonzentration
gemessen und auf zwei verschiedene Arten ausgewertet. Um Verluste durch den SPE-Proben-
aufarbeitungsschritt zu erfassen, wurden die Wiederfindungen auf die Analyt-Peakfldchen be-
zogen (GL 3-1). Unter Einbeziehung des Verhéltnisses der Analyt-Peakfldche zu der Peakfla-
che des internen Standards (Response) wurden ebenfalls Wiederfindungen berechnet (Gl. 3-2).
Diese sollten zeigen, ob der interne Standard in gleichem Mafe durch die Aufarbeitung beein-

flusst wird wie der Analyt, welcher iiber diesen quantifiziert wird.

F lacheAnalyt nach SPE

WDFﬂﬁchenbezogen [%] -100 (Gl. 3'1)

FlaCheAnalyt in der Referenz

ResponseAnalyt nach SPE

WDFI’CSpOl’lSCbCZOgCH [%]

= -100 . 3-
ResponseAnalyt in der Referenz (Gl 3 2)

3.10.2.3 Screening mit Giille-Zusatz

Fiir das Screening mit Giille wurde 0,5 g analytfreie Rindergiille in ein 15 mL PP-Zentrifugen-
rOhrchen eingewogen. AnschlieBend wurden 50 uL Standard IV (Tabelle 3-7) und 20 pL
ISTD 2 (Tabelle 3-9) dotiert. Die Antibiotikakonzentration in der Probe betrug somit je Analyt
50 pg kg'!. Die Proben wurden fiir eine Stunde im Kiihlschrank bei + 4 °C inkubiert. Anschlie-
Bend erfolgte die Zugabe von 5 mL Mcllvaine-Puffer pH 4 mit 0,05 M EDTA-Zusatz und das
Probengefa3 wurde verschlossen. Das Extraktionsgemisch wurde unter Zuhilfenahme eines
Vortexmischers fiir 1 Minute homogenisiert und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 40 °C im
Ultraschallbad extrahiert. Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 5000 x g wurde der Uberstand
abdekantiert und der Riickstand unter den gleichen Extraktionsbedingungen erneut extrahiert.
Die Uberstinde wurden vereint, mittels Vortexmischer homogenisiert und 8 mL des Probenex-
traktes iiber die SPE-Kartuschen gegeben. Die SPE-Bedingungen wurden wie bei dem Scree-
ning ohne Giillezusatz beibehalten (Kapitel 3.10.2.2). Nach dem Einengen des Eluates bis zur
Trockene bei 40 °C im Stickstoff-Probenkonzentrator wurde der Riickstand in 1 mL eines Ace-
tonitril/Wasser-Gemisches (20:80; v/v mit 0,1 % Ameisensdure) gelost, membranfiltriert und
ein Aliquot von 20 pL in das LC-MS/MS-System injiziert. Die Wiederfindungen wurden iiber
einen Peakflichen- und Responsevergleich gegen einen direkt injizierten Losungsmittelstan-
dard der gleichen Analytkonzentration nach Gl. 3-1 und Gl. 3-2 bestimmt.
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3.10.3 Ubertragung der optimierten Probenaufarbeitungsmethode auf weitere Matrices

Zur Bestimmung von Antibiotika in Bodenproben musste die entwickelte Probenaufarbeitungs-
methode abgewandelt werden. Mischungen von Mcllvaine-Puffer (mit 0,05 M EDTA-Zusatz)
unterschiedlicher pH-Werte (pH 4, pH 5 pH 6, pH 7, pH 8) und Methanol wurden als Extrakti-
onsmittel getestet. Hierzu wurde 1 g Boden in ein 15 mL PP-Zentrifugenrohrchen eingewogen.
Anschlieend wurde dieser mit 100 uL Standard IV (Tabelle 3-7) und 20 uL ISTD 2 (Tabelle
3-9) dotiert. Die Antibiotikakonzentration in der Probe betrug somit je Analyt 50 ug kg™!. Um
eine Wechselwirkung der Analyten mit dem Bodenmaterial zu ermoglichen, wurde das Proben-
gefdl fiir 30 Minuten im Kiihlschrank bei + 5 °C aufbewahrt (Liu et al., 2017; Allaire et al.,
2006). Danach wurden 1 mL Puffer und 5 mL Methanol zugegeben. Die Probe wurde ver-
schlossen, mittels Vortexmischer homogenisiert und in einem Ultraschallbad fiir 15 Minuten
bei 40 °C extrahiert. Im Anschluss wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abdekantiert und das Methanol im Probenkonzentrator bei 40 °C unter
Stickstoffzufuhr abgedampft. Der Extraktionsriickstand wurde iiber einen 0,2 um Membranfil-
ter in ein Messvial tiberfiihrt und ein Aliquot von 20 pL direkt in das LC-MS/MS-System inji-

ziert. Auf die SPE-Anreicherung wurde verzichtet.

3.10.4 Optimierte Versuchsvorschriften zur Probenaufarbeitung

Nach durchgefiihrter Optimierungen sind im Folgenden die Versuchsvorschriften zur Aufar-
beitung verschiedener Umweltmatrices fiir den simultanen Nachweis von Tetracyclin- und Sul-
fonamid-Riickstinden aufgefiihrt. Eine Ubersicht ist in Abbildung 3-8 gegeben. Die Methoden
sind fiir den Nachweis von (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycyclin, (Epi)-iso-Chlortetracyc-
lin, Sulfamethazin, Sulfamethoxazol, N-Acetyl-Sulfamethazin und N-Acetyl-Sulfamethoxazol
geeignet und validiert (vgl. Kapitel 4.2). Zur Quantifizierung wurde eine Matrixkalibrierung
mit internem Standard verwendet. Die Kalibrierung wurde gleichermallen wie die Proben auf-

gearbeitet.

3.10.4.1 Versuchsvorschrift fiir Giille, Weidelgras und Mohren

Als geeignetes Extraktionsmittel zur simultanen Erfassung von Tetracyclinen und Sulfonami-
den wurde Mcllvaine-Puffer pH 4 mit einem 0,05 M EDTA-Zusatz gewéhlt. Je nach Matrix
und der zur Verfligung stehenden Probenmenge wurden 0,5 g bis 1 g der homogenisierten
Probe in ein 15 mL PP-Zentrifugenrohrchen eingewogen und mit 20 pL des internen Standard-
gemisches ISTD 2 (Tabelle 3-9) versetzt. Die Probe wurde mit Hilfe eines Vortexmischers
homogenisiert. Nach einer Einwirkzeit von 30 Minuten bei 5 °C, wurden 5 mL des Extrakti-
onsmittels zugegeben. Das Reaktionsgefdll wurde verschlossen und eine Minute unter Zuhilfe-
nahme eines Vortexmischers durchmischt. Die Extraktion erfolgte in einem mit Thermostat
ausgestattetem Ultraschallbad bei 40 °C. Die Extraktionsdauer betrug 15 Minuten. Nach erfolg-
ter Extraktion wurden die Proben fiir eine Minute geschiittelt und im Anschluss fiir 10 Minuten
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bei 5 °C und 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein zweites 15 mL PP-Zentrifu-
genrOhrchen iiberfiihrt und bei 5 °C im Kiihlschrank gelagert. Der Extraktionsriickstand wurde
ein weiteres Mal unter den gleichen Bedingungen extrahiert. Die beiden Uberstéinde wurden
vereint. Ein 8 mL-Aliquot des Extraktionsiiberstandes wurde zur Festphasenextraktion einge-
setzt. Die Anreicherung erfolgte iiber Strata-X-Kartuschen der Firma Phenomenex mit einer
Sorbentmenge von 60 mg. Das Festphasenmaterial wurde mit 3 mL Methanol konditioniert und
im Anschluss mit 3 mL Wasser dquilibriert. Nach erfolgter Probenaufgabe wurde die Festphase
mit 1 mL Wasser gewaschen und fiir ca. 5 Minuten unter Anlegen von Vakuum trocken ge-
saugt. Die Elution der Analyte von dem Sorbentmaterial erfolgte mit 3 mL Methanol. Das Eluat
wurde im Stickstoff-Probenkonzentrator bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand
wurde je nach Matrix in 500 uL bzw. 1000 uL. Anfangseluent der LC (Acetonitril/Wasser-Ge-
misch (20:80; v/v) mit 0,1 % Ameisensdure) geldst. Im Anschluss daran wurde der Probenex-
trakt liber 0,2 pm Membranfilter in ein PP-Messvial iiberfiihrt und mittels UHPLC-MS/MS
analysiert.

Proben mit einem erwartungsgemal3 hohen Antibiotikagehalt (in der vorliegenden Arbeit Giil-
leproben im dotierten mg kg™!-Bereich) wurden mit 50 uL ISTD 1 (Tabelle 3-9) versetzt und
nach der Extraktion im Ultraschallbad mit Anfangseluent (Acetonitril/Wasser-Gemisch (20:80;
v/v)mit 0,1 % Ameisensdure) um den Faktor 100 verdiinnt. Der verdiinnte Probenextrakt wurde

direkt zur Analyse eingesetzt. Der Schritt der Festphasenextraktion wurde ausgelassen.

3.10.4.2 Versuchsvorschrift fiir Boden (Volkmarser Sand und Baunataler Lof3)

Die Methode wurde sowohl zur Untersuchung von Bodenproben der beiden Aufwiichse (Wei-
delgras und Mdhren), als auch zur Untersuchung von Bodenproben aus den Lysimeterrohren
herangezogen. Bei der Extraktion von Bodenproben war der Zusatz von Losungsmitteln unum-
ganglich. Als geeignetes Extraktionsmittelgemisch zum simultanen Nachweis von Tetracyc-
linen und Sulfonamiden in Bodenproben, erwies sich eine Mischung aus Mcllvaine-Puffer pH 6
mit einem 0,05 M EDTA-Zusatz und Methanol. Die Bodenproben wurden durch handisches
Durchkneten des Probenbeutels homogenisiert und anschlieend vollstéindig in eine Aluschale
iiberfiihrt. Die Probe wurde in sechs gleiche Teile unterteilt. Aus jedem dieser Teile wurde ein
Aliquot entnommen und zu einer Mischprobe von ca. 1 g in einem 15 mL PP-Zentrifugenr6hr-
chen vereint. Im Anschluss wurden 20 pL des ISTD 2 (Tabelle 3-9) dotiert und mittels Vor-
texmischer homogen in der Probe verteilt. Nach 30-miniitiger Einwirkzeit im Kiihlschrank er-
folgte die Zugabe von 1 mL Mcllvaine-Puffer pH 6 mit 0,05 M EDTA-Zusatz. Die Probe wurde
iiber einen Vortexmischer homogen im Extraktionsmittel verteilt. AnschlieBend wurden 5 mL
Methanol zugegeben, das Probengefdll verschlossen und erneut mittels Vortexmischer durch-
mischt. Die Extraktion erfolgte fiir 5 Minuten im Ultraschallbad bei 60 °C. Nach erfolgter Ex-
traktion wurden die Proben fiir eine Minute durchmischt und danach fiir 10 Minuten bei 5 °C
und 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt
und das Methanol im Stickstoff-Probenkonzentrator bei 40 °C abgedampft.
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Der wéssrige Pufferriickstand wurde zum vollstdndigen Losen aller Antibiotika 1 Minute mit-
tels Vortexmischer geschiittelt und iiber einen 0,2 um Membranfilter in ein PP-Messvial iiber-
fiihrt. Die Messung erfolgte mittels UHPLC-MS/MS. Der Schritt der Festphasenextraktion
wurde ausgelassen.
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3.11 Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitungsmethode fiir
Wasserproben

3.11.1 Bestimmung von Antibiotika im Grundwasser

Probenaufarbeitungsmethode - Direktinjektionsverfahren

Von Seiten des Auftraggebers, dem HLNUG, war die Erreichung einer Bestimmungsgrenze
von 50 ng L! je Analyt vorgegeben. Da derzeit keine gesetzlichen Regelungen zu Riickstands-
hochstmengen von Antibiotika im Grundwasser existieren, wurde sich bei der Methodenent-
wicklung an dieser Bestimmungsgrenze orientiert. Fiir die Probenaufarbeitung wurden ca. 2 mL
der Grundwasserprobe iiber einen 0,2 um Membranfilter filtriert. Exakt 1 mL der filtrierten
Probenldsung wurde in ein lichtundurchldssiges PP-Messvial pipettiert. Die Probe wurde mit
20 uL ISTD 3 (Tabelle 3-9) versetzt, durchmischt und direkt zur Messung eingesetzt. Fiir alle
geforderten Analyte (Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethazin und Sulfamethoxazol)
konnte die Bestimmungsgrenze von 50 ng L™ erreicht werden. Das Injektionsvolumen betrug
100 pL. Die Messmethode wurde zudem um Hauptmetabolite und Transformationsprodukte
erweitert. Hierzu zéhlten N-Acetyl-Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethoxazol und iso-Chlor-
tetracyclin. Auch fiir diese Substanzen konnte die geforderte Bestimmungsgrenze von
50 ng L'! erzielt werden. Die Validierungskenndaten sind in Tabelle 4-13 zusammenfassend
aufgefiihrt.

3.11.2 Bestimmung von Antibiotika in Bodeneluaten aus Lysimeterstudien

Probenaufarbeitungsmethode - Anreicherungsverfahren

Mit einem automatisierten Festphasen-Extraktionssystem (Tabelle 3-1) konnte die Bestim-
mungsgrenze, verglichen mit dem Direktinjektionsverfahren, von 50 ng L' auf 1 ng L' abge-
senkt werden. Zur Erreichung dieser Bestimmungsgrenze war ein Anreicherungsvolumen von
> 100 mL erforderlich. Neben den Proben wurden auch die Kalibrier- und Qualitdtskontroll-
standards tiber Festphasenextraktion angereichert. Das Festphasensystem bietet Platz fiir 6 pa-
rallele Aufarbeitungen. Um eine Verschmutzung und Verstopfung der Schlduche durch Boden-
partikel aus den Bodeneluaten zu vermeiden, wurden besonders matrixreiche Lysimetereluate
vor deren Anreicherung filtriert. Dies erfolgte iiber eine Nutsche mit 0,45 um Papierfilter. An-
schlieBend wurden je vier Wochenproben zu einer ,,Monats-Mischprobe* vereint. Das Proben-
volumen der einzelnen Mischproben variierte je nach durchgelaufener Eluatmenge und betrug
zwischen 150 und 210 mL. Das genaue Eluatvolumen wurde notiert, um eine spétere Bilanzie-
rung vornehmen zu kénnen. Die Probe wurde mit 5 % Mcllvaine-Puffer (pH 4; 0,1 M EDTA-
Zusatz) und 20 pL ISTD 2 (Tabelle 3-9) versetzt. Die Proben wurden im Ultraschallbad fiir
10 Minuten homogenisiert und {iber Strata-X-Kartuschen automatisiert angereichert. Das Vo-
lumen wurde so gewéhlt, dass das gesamte Probenvolumen einer Monatsmischprobe angerei-
chert wurde. Die Vorbereitung der Extraktionskartuschen (Konditionierung, Aquilibrierung,
Waschen, sowie die Elution) waren hierbei analog zu der Aufarbeitung feststoffreicher Proben
(Kapitel 3.10.4.1). Das Eluat der Festphasenextraktion wurde iiber einen Stickstoff-Proben-

konzentrator bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt. Der Extraktionsriickstand wurde in 300 uL
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Eluentengemisch (Acetonitril/Wasser, 20/80 mit 0,1 % Ameisensdure) aufgenommen, gelost
und tiber 0,2 um Membranfilter in ein lichtundurchlassiges PP-Messvial iiberfiihrt. Um Ver-
schleppungen der einzelnen Antibiotika im automatisierten Anreicherungssystem (,,Au-
toTrace*) zu vermeiden, wurde nach jedem Lauf eine Spililmethode geladen und die Schlduche
somit gesdubert. Die Anreicherungs- und Spiilmethode wurde iiber die Software Dionex ge-
schrieben und auf das AutoTrace-System geladen.

Abbildung 3-9 fasst die Probenaufarbeitungen von Wasserproben iiber Direktinjektion und
Anreicherung zusammen. Die Validierungskenndaten sind in Tabelle 4-12 aufgefiihrt.

[ Probenaufarbeitungsschema fiir wassrige Proben ]
Bodeneluate aus
Grundwasser - )
Direktinjektion Lysimeterstudien
Anreicherung

\ ‘

( ) ( . p
Homogenisierun; Homogenisierung
durch handisches Schiitteln durch handisches Schitteln und
Ultraschall
\ Y, L )

f Filtration matrixreicher Proben ber
Nutschen mit 0,45 um Papierfilter;
optisch klare Proben wurden direkt
verwendet

Membranfiltration
von ca. 2 mL Probe iiber einen 0,2 um
Filter in ein Eppendorfgefal

L J \. J
Uberfiihrung von exakt 1 mL der Zugabe des internen
filtrierten Probe in ein Standardgemisches; Zugabe von 5 %
lichtundurchlassiges PP-Messvial; Mcllvaine-Puffer pH 4 mit 0,1 M EDTA-
Zugabe des internen Standardgemisches Zusatz

T

Anreicherungsmethode

Spiilmethode
Zur Vermeidung von

Kartusche: Strata-X / 60 mg /3 mL Verschleppungen im System

Konditionierung: 3 mL Methanol

Aquilibrierung: 3 mL Wasser 1) 30 mL Methanol/Aceton
(50:50; v/v)
Probenaufgabe: 250 mL
2) 30 mL Wasser pH 2
Waschen: 1 mL Wasser
. 3) 30 mL Methanol/Aceton
Trocknen: 15 Min. unter N, .
Elution: 3 mL Methanol (50:50; v/v)
' 4) 30 mL Wasser
Beladung;g"e‘Ls;::?:ndlgken: Beladungsgeschwindigkeit:
10 mL/min

Eindampfen des Eluates bis zur
Trockene im Probenkonzentrator

mit Stickstoffzufuhr bei 40 °C;
Wiederaufnahme in 300 pl Eluent
(AcN/H,0 (20:80; v/v) mit 0,1 % FA);
Losen mittels Vortexmischer;
Membranfiltration tber 0,2 pm
Filter in ein PP-Messvial

Abbildung 3-9: Schematische Ubersicht zur Probenaufarbeitung wissriger Umweltproben.
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3.12 Validierung der entwickelten Analysenmethoden

Die Validierung der Methoden wurde fiir jede in der vorliegenden Arbeit verwendete Matrix
vorgenommen. Sie umfasste — gemall den internen Laborbestimmungen des Landesbetriebes
Hessisches Landeslabor (Standardarbeitsanweisungen) — die folgenden Parameter:

- Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen
- Wiederfindungen

- Linearitit der Kalibrierfunktion (Arbeitsbereich)

- Prézision (intraday und interday)

- Messunsicherheitsabschitzung

- Richtigkeit (Ringversuche)

Die erhobenen Validierungskenndaten sind im Kapitel 4.2 ,,Verfahrenskenndaten* tabellarisch
zusammengestellt.

3.12.1 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen wurden fiir jeden Analyten gemal3 DIN
32645:2008-11 nach dem Kalibrierwertverfahren ermittelt und berechnet (DIN 32645:2008-11,
2008). Hierzu wurde eine Matrix-Kalibrierfunktion in Dreifachbestimmung tiber eine Dekade
(10-aquidistante Punkte) im Bereich um die erwartete Bestimmungsgrenze aufgenommen. Der
Quotient aus der Analyt-Peakfléiche des ersten Uberganges zu der Peakfliche des internen Stan-
dards (= Response) wurde gegen die Konzentration aufgetragen. Eine Absicherung der iiber
dieses Verfahren erhaltenen Bestimmungsgrenzen erfolgte iiber eine zehnfach-Aufarbeitung
auf diesem Konzentrationsniveau (siche 3.12.2). Abbildung 3-10 zeigt beispielhaft eine Kalib-
rierfunktion fiir Doxycyclin liber eine Dekade.

Compound name: (Epi-)Doxycyclin
Correlation coefficient: r = 0.999585, 2 = 0.999171
Calibration curve: 0.130938 * x +-0.00439983
X
2.50
s 3 x X
3 < X
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Abbildung 3-10: Beispielhafte Matrixkalibrierfunktion iiber eine Dekade zur Ermittlung der
Bestimmungsgrenzen fiir Doxycyclin in Méhrenriiben. Screenshot der Auswertesoftware Tar-
getLynx der Firma Waters.
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3.12.2 Wiederfindungen

Die Wiederfindungsrate wurde an dotierten Leerproben (analytfreie Matrix) bestimmt. Diese
wurden zehnfach, auf drei verschiedenen Dotierniveaus {iber den gesamten Arbeitsbereich (auf
der Bestimmungsgrenze, auf dem mittleren Kalibrierniveau und auf dem hochsten Kalibrierni-
veau) aufgearbeitet. Die Wiederfindungsrate wurde gegen eine Matrixkalibrierung bestimmt.
Der Quotient aus dem gemessenen Mittelwert und der zugesetzten Konzentration, multipliziert
mit 100, ergibt die Wiederfindungsrate WDF in % (GI. 3-3). GemiB dem intern gesetzten Qua-
litatsziel sollten die Wiederfindungsraten zwischen 70 % und 120 % betragen, in Anlehnung an

die Vorgaben fiir Pestizide (European Commission, 2016).

WDF = Xi 100 % (GL. 3-3)
R
mit:
X gemessener Mittelwert

XR richtiger Wert

Mit Hilfe des Grubbs-Tests (Gl. 3.4) wurde auf mdgliche Ausrei3er liberpriift.

Q= Ml (GL. 3-4)
S
mit:
X ausreilerverdédchtigter Wert
X Mittelwert
S Standardabweichung

3.12.3 Linearitat iiber den Arbeitsbereich

Die Quantifizierung der Analyte in verschiedenen Umweltproben erfolgte iiber Matrixkalib-
rierfunktionen. Voraussetzung hierfiir sind Kalibrierfunktionen die iiber den beschriebenen Ar-
beitsbereich Linearitit aufweisen. Fiir die Aufnahme einer Kalibrierfunktion wurden mindes-
tens sechs Dotierniveaus und der Blindwert herangezogen. Uber die Auswertesoftware Target-
Lynx der Firma Waters wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Der Regressions-
koeffizient R? dient als MaB fiir die Giite der Kalibrierung und betrug fiir jeden Zielanalyten
>(0,99. Neben der Regressionsanalyse fiihrt die Software eine Residualanalyse durch. Uber
diese werden die prozentualen Abweichungen zwischen der durch die Kalibriergerade berech-
neten Konzentration zu der tatsdchlich ermittelten Konzentration (Messwert) dargestellt (Ab-
bildung 3-11). Die Residuen sollten nicht mehr als = 10 % von der Regressionsgeraden der

Kalibrierfunktion abweichen.
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Compound name: Sulfamethoxazol
Correlation coefficient. r=0.999793, "2 = 0.999586
Calibration curve: 0.18972 * x + 0.00950031
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Abbildung 3-11: Beispielhafte Matrixkalibrierfunktion zur Bestimmung von Sulfamethoxazol
in Mohrenriiben. Screenshot der Auswertesoftware TargetLynx der Firma Waters mit den Er-

gebnissen der Regressions- und Residualanalyse.

Zur Uberpriifung der Linearitit der Kalibrierung iiber den gesamten Arbeitsbereich wurden

weitere Berechnungen vorgenommen. Uber die Residuen Res (Differenzen zwischen den beo-

bachteten y-Werten und den durch die Kalibriergerade vorausgesagten y-Werten) lassen sich

die Reststandardabweichung sy x und daraus die Verfahrensstandardabweichung sxo, sowie die
relative Verfahrensstandardabweichung Vxo nach DIN 32645:2008-11 berechnen (Gl. 3-5 bis

3-8) (DIN 32645:2008-11, 2008).

RCSi = yi _/}\/i

~\2
?:1 (yi - yi)

Ix n-2
S
Sxo = E’X
Sx0
VxO = — 100 %
X

(Gl. 3-5)

(GL. 3-6)

(GL. 3-7)

(GL. 3-8)

mit

Y, Messwert (gemessener Response)

v durch die Kalibriergerade berechneter Funktionswert (Response)
n Anzahl der Kalibrierniveaus

b Steigung der Kalibrierfunktion

X Mitte des Kalibrierbereichs

Die Reststandardabweichung syx ist ein MaB fiir die Streuung der Messwerte um die Aus-

gleichsgerade. Uber die Verfahrensstandardabweichung sxo wird die Leistungsfihigkeit des
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Messverfahrens ausgedriickt. Die Berechnung erfolgt als Quotient aus der Reststandardabwei-
chung und der Steigung b, welche ein MaB fiir die Empfindlichkeit darstellt (Gl. 3-7). Die re-
lative Verfahrensstandardabweichung Vxo wird als Quotient aus der Verfahrensstandardabwei-
chung und dem Mittelwert des Kalibrierbereichs ausgedriickt (Gl. 3-8). Alle diese drei beschrie-

benen statistischen Groflen werden zur Beschreibung einer Kalibriergeraden herangezogen.

Tabelle 3-20: Verfahrenskenndaten der Kalibrierung am Beispiel Mdéhrenriiben.

Analyt Korrelations- | Bestimmt- Verfahrens- Relative Verfahrens-
koeffizient R heitsmall | standardabwei- | standardabweichung
R? chung / pg kg™! | %
(Ep1)-CTC 0,999736 0,999473 0,25 1,3
(Epi)-iso-CTC 0,999963 0,999926 0,16 0,8
(Ep1)-DOX 0,999962 0,999925 0,17 0,8
SMZ 0,999860 0,999719 0,36 1,8
N-Ac-SMZ 0,999738 0,999476 0,62 3,2
SMX 0,999793 0,999586 0,60 3,1
N-Ac-SMX 0,999959 0,999918 0,22 1,1

In Tabelle 3-21 sind die auf Linearitdt gepriiften Arbeitsbereiche fiir alle Matrices aufgefiihrt.

Tabelle 3-21: Lineare Arbeitsbereiche fiir alle in der vorliegenden Arbeit analysierten Matri-
ces. Die Linearitdt ist fiir alle sieben Zielanalyte in dem beschriebenen Bereich gegeben.

Matrix Linearer Arbeitsbereich
Grundwasser 25 bis 500 ng L™!
Lofboden 1 bis 500 pg kg™
Lysimeterwasser 1 bis 1000 ng L™!
Mohrengriin 1 bis 50 ug kg™!
Mbohrenriibe 0,5 bis 50 pug kg™
Mbohrenschale 0,5 bis 50 pg kg™
Mohrenwurzeln 0,5 bis 50 pug kg™
Rindergiille 10 bis 200 pg kg / 1 bis 100 mg kg!
Sandboden 1 bis 500 ug kg™!
Weidelgras 1 bis 50 pg kg™
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3.12.4 Prazision

Unter Prézision versteht man das MaB fiir die Streuung von Analysenergebnissen. Man unter-

scheidet zwischen Messprazision und Methodenprazision (Kromidas and Morkowski, 2011).

Durch die Messprizision werden Variationen erfasst, die durch das Messsystem verursacht
werden. Zur Bestimmung der Messprézision wurde im LC-MS/MS-Bereich des LHLs einheit-
lich ein Chloramphenicol-Standard zehnfach hintereinander injiziert und der Variationskoeffi-
zient iiber die Peakfliche (des ersten und zweiten Ubergangs) bestimmt. Die Uberpriifung galt
als bestanden, wenn der Variationskoeffizient Vi < 5 % betrug. Diese Uberpriifung wurde nach
Gerdtewartungen durchgefiihrt.

Die Methodenpriizision dient zur Uberpriifung der Methode von der Probeneinwaage, iiber die
Probenvorbereitung, bis hin zur Messung und Auswertung (Gesamtverfahren). Zur Bestim-
mung der Methodenprézision wurde antibiotikafreies Probenmaterial dotiert (da kein zertifi-
ziertes Referenzmaterial fiir die relevanten Matrices kéduflich zu erwerben war), zehnfach auf-
gearbeitet und der Variationskoeffizient Vi nach (Gl. 3-10) bestimmt. Fiir die Berechnungen
wurden die gleichen Ansétze wie fiir die Ermittlung der Wiederfindungen verwendet (10-fache
Aufarbeitung auf drei Dotierniveaus). Die Messung erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Ta-
gen. Fiir alle Zielanalyte und jede Matrix, konnte ein Variationskoeffizient < 10 % eingehalten
werden. Zur Priifung auf Normalverteilung der Werte wurde zudem ein Schnelltest nach David

(Gl. 3-11) durchgefiihrt. Die zur Berechnung herangezogenen Formeln sind im Folgenden auf-

gefiihrt:

§= /Z("i el (GL. 3-9)

n-1
V, - % 100 % (GL. 3-10)
Grofter Wert - Kleinster Wert R
B Standardabweichung ) (G 3-11)

mit:
Xj Einzelwert
X Mittelwert
n Anzahl der Messungen
s Standardabweichungen

Vi Variationskoeffizient (relative Standardabweichung)

PG  PriifgroBe nach David (auf Normalverteilung)
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3.12.5 Messunsicherheitsabschitzung

Die Messunsicherheit ist eine Grofle, welche Variationen durch die Messmethode und Schritte
der Probenaufarbeitung vereint. Mogliche Unsicherheitsquellen konnen zufélligen und syste-
matischen Charakter haben. Durch Multiplikation des Variationskoeffizienten mit dem Faktor
3 kann die Messunsicherheit in guter Ndherung abgeleitet werden (S 0.0.0.0.012.04, 2016).

3.12.6 Richtigkeit (Teilnahme an Ringversuchen)

Die Richtigkeit der Methoden wurde durch die Teilnahme an Ringversuchen iiberpriift. Sowohl
fiir wissrige als auch fiir feststoffreiche Proben konnte die Richtigkeit hierdurch bestatigt wer-

den.

Fiir die Uberpriifung der Wassermethode wurde seit 2015 an dem Ringversuch ,,AZ — Arznei-
mittel, Industriechemikalien und Zuckerzusatzstoffe* teilgenommen. Der Ringversuch wurde
vom Umweltbundesamt Osterreich in Zusammenarbeit mit der Universitit fiir Bodenkultur
Wien angeboten. Zwei Proben wurden zur Analyse versandt. Darunter befanden sich ein Ober-
flichenwasser und ein gereinigtes Abwasser (Ablauf einer Kldranlage). Von den sieben in der
Methode etablierten Antibiotika, war Sulfamethoxazol Bestandteil der Ringversuchsprobe. Als
Beurteilungsgrundlage fiir das Bestehen bzw. Nichtbestehen des Ringversuches wurde der z-

Score herangezogen. Dieser berechnet sich wie folgt (Gl. 3-12):

2-Score = % (GL 3-12)
o
mit:
X; Messwert des teilnehmenden Labors
X ausreiflerbereinigter Mittelwert der Teilnehmerergebnisse
o Vergleichsstandardabweichung berechnet aus den ausreiBerbereinigten Teilnehmerer-

gebnissen des aktuellen Ringversuchs

Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte nach folgendem Schema:
|z-Score| < 2: Ergebnis gut
2 < |z-Score| < 3: Ergebnis fragwiirdig

|z-Score| > 3: Ergebnis nicht zufriedenstellend

Die Ringversuchsergebnisse sind in Tabelle 3-22 aufgelistet. Die Messwerte lagen sehr nahe
an dem Sollwert. Die Wassermethode ist somit sehr gut fiir den Nachweis von Sulfamethoxazol
geeignet und die Richtigkeit fiir die anderen Parameter kann auf Grundlage der beschriebenen

Methode und der damit verbundenen Kenndaten angenommen werden.
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Tabelle 3-22: Ringversuchsergebnisse zu ,, AZ - Arzneimittel, Industriechemikalien und Zucker-
zusatzstoffe “ des Umweltbundesamtes.

Parameter Probe Sollwert [pg L] Messwert [ug L] | WFR [%] | z-Score

Teilnahme im Jahr 2015

Sulfamethoxazol AZ2A 0,064 £ 0,00321 0,0619 £ 0,002 96,7 -0,62
AZ2B 0,0312+0,00358 | 0,0306+ 0,001 98,0 -0,17

Teilnahme im Jahr 2016

Sulfamethoxazol AZ3A 0,0468 + 0,00311 0,0464 +0,0014 99,2 -0,11
AZ3B 0,0669 £ 0,0118 0,0679 £ 0,002 101 + 0,08

AZ2A; AZ3B: Oberflichenwasser; AZ2B; AZ3A: gereinigtes Abwasser (Ablauf einer Kldranlage)

Da fiir die Uberpriifung der Methoden zum Nachweis von Sulfonamiden und Tetracyclinen in
den Matrices Giille, Boden, Mohren und Weidelgras kein geeignetes Ringversuchsmaterial zur
Verfiigung stand, wurde auf andere Ringversuchsmaterialien aus dem Lebensmittelbereich vom
Anbieter FAPAS zuriickgegriffen.

e (2290: Tetracycline in Honig (FAPAS)
e (02292: Sulfonamide in Honig (FAPAS)
e 02300: Tetracycline in Schweinemuskulatur (FAPAS)

In dem Testmaterial 02292 fiir den Nachweis von Sulfonamiden in Honig war weder Sulfame-
thazin noch Sulfamethoxazol oder deren N-acetylierte Metaboliten nachweisbar. Aus der Teil-
nahme an diesem Ringversuch kann dennoch abgeleitet werden, dass durch die Methode falsch-
positive bzw. falsch-negative Sulfonamidnachweise ausgeschlossen werden. In dem Ringver-
such 02290 ,,Tetracycline in Honig* konnte Chlortetracyclin nachgewiesen werden. Bei dem
Ringversuch 02300 konnten Chlortetracyclin und Doxycyclin nachgewiesen werden. Die Er-
gebnisabgabe fiir Chlortetracyclin erfolgte getrennt in CTC und der Summe aus CTC und 4-
Epi-CTC. Tabelle 3-23 gibt einen Uberblick iiber die Ringversuchsergebnisse. Die Probenauf-
arbeitungs- und die Messmethode sind demnach prinzipiell fiir die Analyse von anderen fest-
stoffreichen Matrices in dem Konzentrationsbereich des Ringversuches geeignet. Der Labor-
vergleich (Abbildung 3-12) zeigt ein sehr gutes Abschneiden des Hessischen Landeslabors im
Vergleich zu allen Teilnehmern.

Tabelle 3-23: Ringversuchsergebnisse zu ,,02290 - Tetracycline in Honig und 02300 - Tetra-
cycline in Schweinemuskulatur “ des Anbieters FAPAS.

Parameter Sollwert [ug kg™ Messwert [ug kg!] z-Score
02290 - Tetracycline in Honig

Chlortetracyclin 81,7 68.4 -0,7
02300 - Tetracycline in Schweinemuskulatur

Chlortetracyclin 80,9 74,8 -0,3
Summe-Chlortetracyclin + Epimer | 106,0 111,6 +0,2
Doxycyclin 220,1 2359 +0,4
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Abbildung 3-12: Laborvergleichsuntersuchung 02300 des Anbieters FAPAS - Testmaterial:
Schweinemuskulatur.

3.12.7 Weitere qualitiitssichernde MaBBnahmen

In jeder Messserie wurden Qualititskontrollstandards mitgemessen. Hierzu wurde analytfreie

Matrix im mittleren Konzentrationsbereich der Kalibrierung dotiert und analog den Proben auf-

gearbeitet. Die Quantifizierung erfolgte, in Analogie zu den Proben, iiber eine Matrixkalibrier-

funktion. Die erhaltenen Messwerte wurden in eine Mittelwertkontrollkarte iibertragen. Die

Abweichung dieser Standards zu dem dotierten Wert, durfte + 15 % nicht iiber- bzw. unter-

schreiten.
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4 Ergebnisse

In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der Methodenentwicklung und die Validierungsdaten
aufgefiihrt. Zudem beinhaltet das Kapitel die Analysenergebnisse der untersuchten Umwelt-
(Gille, Boden, Lysimetersickerwasser, Grundwasser), Futtermittel- (Weidelgras) und Lebens-

mittelproben (Mohren) nach Projekten geordnet.

4.1 Ergebnisse der Methodenentwicklung

Die Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitungsmethode fiir feststoffreiche Um-
weltproben wurde anhand von Rindergiille vorgenommen. Die Vorgehensweise ist in Kapitel
3.10 beschrieben.

4.1.1 Fest-Fliissig-Extraktion

Fiir die Entwicklung und Optimierung der Fest-Fliissig-Extraktion wurden verschiedene orga-
nische und wissrige Extraktionsmittel, sowie unterschiedliche Extraktionsbedingungen getestet
(Abbildung 3-6). Die Durchfiihrung der Tests erfolgte gemall den Angaben in Kapitel 3.10.1.

Organische Losungsmittel

Abbildung 4-1 fasst die Wiederfindungen bei Verwendung organischer Losungsmittel als Ex-
traktionsmittel zusammen. Fiir die Extraktion der Sulfonamide aus Rindergiille erwiesen sich
organische Losungsmittel als geeignet. Die Wiederfindungen betrugen bei Verwendung von
Methanol, Acetonitril und Aceton > 90 %. Im Gegensatz dazu konnten Tetracycline mit Hilfe
organischer Losungsmittel nicht vollstindig aus der Giille herausgelost werden. Die Wieder-
findungen lagen zwischen 0,2 % und 48 %. Fiir die Entwicklung einer Multimethode zur si-
multanen Erfassung von Tetracyclinen und Sulfonamiden ist nach Abbildung 4-1 ein alleiniger

Zusatz organischer Extraktionsmittel nicht ausreichend.
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Methanol Ethanol Isopropanol Acetonitril Ethylacetat Aceton
M (Epi)-Chlortetracyclin 16,6 10,7 35,7
M (Epi)-iso-Chlortetracyclin 53,6 12,1 7,3 12,5 0,2 14,6
M (Epi)-Doxycyclin 4,9 6,0 13,1 10,6 10,9 26,8
o Sulfamethazin 97,0 87,9 88,6 93,6 95,7 101,3
 N-Acetyl-Sulfamethazin 102,2 89,3 96,2 100,8 46,2 105,6
Sulfamethoxazol 96,7 81,5 81,3 91,7 84,6 94,9
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 103,1 89,6 87,2 93,0 42,7 99,4

Abbildung 4-1: Wiederfindungen bei Verwendung verschiedener organischer Losungsmittel
zur Extraktion von Antibiotika aus Giille.
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Wissrige Citrat-Phosphat-Puffersysteme

Abbildung 4-2 stellt die erhaltenen Ergebnisse bei Verwendung wéssriger Citrat-Phosphat-
Puffersysteme als Extraktionsmittel dar. Die Verwendung von Mcllvaine-Puffer pH 4 fiihrte
fiir nahezu alle Analyten, ausgenommen (Epi)-Doxycyclin, zu Wiederfindungen > 78 %. Die
Extraktionen mit Mcllvaine-Puffer pH 7 waren mit diesen vergleichbar. Fiir die Sulfonamide
konnten die Wiederfindungen unter neutralen Bedingungen gesteigert werden. Durch Verwen-
dung von Mcllvaine-Puffer pH 10 stieg die Wiederfindung fiir (Epi)-Doxycyclin von 60 % auf
> 80 % an. (Epi)-Chlortetracyclin wurde unter alkalischen Bedingungen in seine Isoform um-
gewandelt und war als (Epi)-iso-Chlortetracyclin nachweisbar (Abbildung 4-3). Citratpuffer

zeigte vergleichbare oder etwas schlechtere Extraktionseigenschaften als Mcllvaine-Puffer.

< 160,0
£ 1400
]
°
£ 1200
b =
)
T 100,0 = z
© _ -
2 = Iy -
E 80,0 e [ * y
) Py
60,0
40,0 |
0,0 |
Mcllvaine-Puffer Mcllvaine-Puffer Mcllvaine-Puffer Citrat-Puffer pH
pH 4 mit 0,1 M pH 7 mit 0,1 M pH 10 mit 0,1 M 4,7 mit 0,05 M
EDTA-Zusatz EDTA-Zusatz EDTA-Zusatz EDTA-Zusatz
M (Epi)-Chlortetracyclin 78,2 78,0 9,6 77,7
M (Epi)-iso-Chlortetracyclin 85,2 86,6 153,4 88,8
M (Epi)-Doxycyclin 62,8 61,2 84,8 68,7
M Sulfamethazin 85,1 85,0 86,6 76,3
M N-Acetyl-Sulfamethazin 92,4 98,3 90,1 83,8
Sulfamethoxazol 80,9 90,6 88,6 71,0
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 83,5 97,3 94,3 75,3

Abbildung 4-2: Wiederfindungen bei Verwendung wdssriger Puffersysteme unterschiedlicher
pH-Werte zur Extraktion von Antibiotika aus Giille.

-
(3] -
i Oﬂ. Iso-Chlortetracyclin
.
=]
w® s H*
& Chlortetracyclin o 4-epi-Chlortetracyclin
2
s
e

T e e e e e
BN Anhydro-Chlortetracyclin D24 4_anj-Anhydro-Cl s
H = £

OH-

sauer

Abbildung 4-3: Zerfallsprodukte des Chlortetracyclins. Modifiziert nach (Seeborg et al., 2004).

Im Vergleich zu den organischen Extraktionsmitteln konnte durch die Verwendung von Mcll-
vaine-Puffer eine simultane Extraktion von Tetracyclinen und Sulfonamiden in einem Wieder-
findungsbereich von 61 % — 153 % erfolgen. Durch weitere Optimierungen der Extraktionsbe-
dingungen wie Extraktionstemperatur und Extraktionszeit wurde iiberpriift, ob eine Steigerung

der Wiederfindungen moglichst ohne organischen Losungsmitteleinsatz erfolgen kann.
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Extraktionstemperatur

Neben dem pH-Wert ist auch die Temperatur entscheidend flir die Umwandlung von (Epi)-
Chlortetracyclin in seine Isoform. Mit steigender Temperatur nahm die Umwandlung zu (vgl.
Abbildung 4-4 bis Abbildung 4-6). Zur besseren Vergleichbarkeit der gewdhlten Extraktions-
mittel und Extraktionsbedingungen wurden die mittleren Wiederfindungen (arithmetischer Mit-
telwert) aus den sieben Zielanalyten gebildet. Diese sind in Tabelle 4-1 zusammenfassend dar-
gestellt.

Da Sulfonamide im Vergleich zu Tetracyclinen hohere Peakintensitdten im analytischen Nach-
weisverfahren zeigten, wurde der Fokus bei den weiteren Optimierungen auf die Steigerung der

Extraktionsausbeuten fiir Tetracycline gelegt.

Optimierung der Extraktion - Temperaturerhhung - Mcllvaine-Puffer pH 4
Raumtemperatur (RT), 40 °C und 60 °C

£ 1200
o0
c
3 1000 I
£ -
£ I -
< 800 = 7 Iy 1
2
2
60,0 |
40,0
20,0
0,0 || || ||
! Mcllvaine-Puffer pH 4 mit Mcllvaine-Puffer pH 4 mit Mcllvaine-Puffer pH 4 mit
0,1 M EDTA-Zusatz; RT 0,1 M EDTA-Zusatz; 40 °C 0,1 M EDTA-Zusatz; 60 °C
o (Epi)-Chlortetracyclin 78,2 87,1 66,3
M (Epi)-iso-Chlortetracyclin 85,2 101,7 110,7
H (Epi)-Doxycyclin 62,8 79,7 78,1
M Sulfamethazin 85,1 96,3 82,2
m N-Acetyl-Sulfamethazin 92,4 101,9 87,9
Sulfamethoxazol 80,9 85,5 82,8
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 83,5 86,0 78,8

Abbildung 4-4: Optimierung der Extraktionsbedingungen bei Verwendung von Mcllvaine-Puf-
fer pH 4 als Extraktionsmittel. Vergleich des Temperatureinflusses auf die Wiederfindungs-
raten.

Optimierung der Extraktion - Temperaturerhéhung - Mcllvaine-Puffer pH 7
Raumtemperatur (RT), 40 °C und 60 °C

T 160,0
g
s 140,0
]
c
£ 1200
5
2 100,0 =
H - e - .-
80,0
60,0
40,0
20,0 I
0.0 [ || ||
! Mcllvaine-Puffer pH 7 mit Mcllvaine-Puffer pH 7 mit Mcllvaine-Puffer pH 7 mit
0,1M EDTA-Zusatz; RT 0,1 M EDTA-Zusatz; 40 °C 0,1 M EDTA-Zusatz; 60 °C
o (Epi)-Chlortetracyclin 78,0 79,4 26,6
M (Epi)-iso-Chlortetracyclin 86,6 107,0 158,2
o (Epi)-Doxycyclin 61,2 74,5 77,6
M Sulfamethazin 85,0 86,6 83,3
 N-Acetyl-Sulfamethazin 98,3 93,7 91,2
Sulfamethoxazol 90,6 94,3 89,0
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 97,3 95,7 89,9

Abbildung 4-5: Optimierung der Extraktionsbedingungen bei Verwendung von Mcllvaine-Puf-
fer pH 7 als Extraktionsmittel. Vergleich des Temperatureinflusses auf die Wiederfindungs-
raten.
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Optimierung der Extraktion - Temperaturerhéhung - Mcllvaine-Puffer pH 10
Raumtemperatur (RT), 40 °C und 60 °C

200,0

150,0

Wiederfindung [%]

100,0

50,

=)

I 3 = - | z * I I I I = I z

0,0
Mcllvaine-Puffer pH 10 mit Mcllvaine-Puffer pH 10 mit Mcllvaine-Puffer pH 10 mit

0,1M EDTA-Zusatz; RT 0,1 M EDTA-Zusatz; 40 °C 0,1 M EDTA-Zusatz; 60 °C

M (Epi)-Chlortetracyclin 9,6 0,3 0,0
M (Epi)-iso-Chlortetracyclin 153,4 188,4 212,72,
M (Epi)-Doxycyclin 84,8 81,2 80,0
o Sulfamethazin 86,6 92,1 88,9
1 N-Acetyl-Sulfamethazin 90,1 97,0 96,4
Sulfamethoxazol 88,6 90,5 90,3
N-Acetyl-Sulfamethoxazol 94,3 88,5 92,8

Abbildung 4-6: Optimierung der Extraktionsbedingungen bei Verwendung von Mcllvaine-Puf-
fer pH 10 als Extraktionsmittel. Vergleich des Temperatureinflusses auf die Wiederfindungs-
raten.

Tabelle 4-1: Mittlere Wiederfindungsraten (WDF) bei Extraktion mit verschiedenen Puffern
bei verschiedenen Temperaturen.

Mcllvaine-Puffer mit 0,1 M EDTA-Zusatz Extraktionsbedingung Mittlere
pH-Wert Temperatur WDF* [%]
4,0+0,1 20 °C 81,2
7,0+0,1 20 °C 85,3
10,0+ 0,1 20 °C 86,8
4,0+0,1 40 °C 91,2
7,0+0,1 40 °C 90,2
10,0+ 0,1 40 °C 91,1
4,0£0,1 60 °C 83,8
7,0+0,1 60 °C 88,0
"""""""""""""" 10001 | e0°C | 944

*arithmetischer Mittelwert

Fiir die weiteren Optimierungsversuche wurde Mcllvaine-Puffer pH 4 mit 0,1 M EDTA-Zusatz
verwendet. Als Extraktionstemperatur wurde 40 °C gewéhlt. Hier zeigten Tetracycline die

hochsten Wiederfindungen.

Die Optimierungen in Bezug auf die Extraktionszeit, die Extraktionszyklen und den EDTA-
Zusatz wurden gemél den Angaben in Kapitel 3.10.1.2 durchgefiihrt. Die Auswertung zeigte,
dass nach einer Extraktionszeit von 15 Minuten keine weitere Steigerung der Extraktionsaus-
beute festgestellt werden konnte. Die Extraktionsdauer wurde daher auf 15 Minuten festgelegt.
Durch einen weiteren Extraktionszyklus konnten die Wiederfindungen der einzelnen Analyte
um 2 % — 17 % gesteigert werden. Daher wurden zwei Extraktionszyklen mit je 5 mL Extrak-
tionsmittel gewihlt. Eine EDTA-Konzentration von 0,05 M fiihrte zu vergleichbar guten oder
besseren Wiederfindungen (Steigerung um 7 % — 19 %). Daher wurde mit einem EDTA-Zusatz
von 0,05 M gearbeitet.
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4.1.2 Festphasenextraktion

Fiir die Entwicklung und Optimierung der Festphasenextraktion wurden verschiedene Kartu-
schen getestet (Abbildung 3-7). Die Durchfiihrung der Tests erfolgte gemél den Angaben in
Kapitel 3.10.2.

4.1.2.1 Auswahl der SPE-Kartusche: Screening ohne Giille-Zusatz

Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8 zeigen die ermittelten Wiederfindungen bei Aufgabe eines
antibiotikahaltigen Losungsmittelstandards. Alle getesteten Kartuschen eignen sich fiir die si-
multane Anreicherung von Tetracyclinen und Sulfonamiden. Die flichenbezogenen Wiederfin-
dungen (arithmetische Mittelwerte der Dreifachbestimmung) der Tetracycline lagen bei allen
drei getesteten Kartuschen zwischen 93 % und 103 %. Fiir Sulfonamide wurden Wiederfindun-
gen zwischen 88 % und 106 % erreicht. Somit sind Analytverluste iiber die Kartuschen als ver-
nachléssigbar anzusehen. Durch Einbeziehung der internen Standardsubstanzen konnten diese

kompensiert werden.

SPE-Kartuschenauswabhl - Tetracycline
Wiederfindungen bezogen auf Response und Flache
120

100

80

Wiederfindungen [%]

60

40

20

s

.
i
g

]

0

! g :
asis-HLB 60 mg Strata-X 60 mg SampliQ-OPT Polymer 60 mg

m (Epi)-CTC - WDF (Response) 100,8 99,8 100,0
= (Epi)-CTC - WDF (Flache) 97,4 98,1 102,7
 (Epi)-iso-CTC - WDF (Response) 99,8 100,4 99,4
=2 (Epi)-iso-CTC - WDF (Fliche) 92,7 99,3 101,9
® (Epi)-DOX - WDF (Response) 99,9 101,1 100,6
< (Epi)-DOX - WDF (Flache) 93,9 99,3 102,6

Abbildung 4-7: SPE-Kartuschenauswahl: Wiederfindungen der Tetracycline nach deren Auf-
bringung auf Oasis HLB-, Strata-X- und SampliQ-OPT-Polymer-Kartuschen bezogen auf einen
Lésungsmittelstandard.

SPE-Kartuschenauswahl - Sulfonamide
Wiederfindungen bezogen auf Response und Flache

Wiederfindungen [%]

™ SMZ - WDF (Response) 101,7 100,7
= SMZ - WDF (Fliche) 98,8 104,3
W SMX - WDF (Response) 102,2 101,3
% SMX - WDF (Flache) 88,2 88,0
® N-Acetyl-SMZ - WDF (Response) 101,6 100,3
# N-Acetyl-SMZ - WDF (Fliche) 97,0 105,8
u N-Acetyl-SMX - WDF (Response) 100,8 101,4

N-Acetyl-SMX - WDF (Flache) 85,7 93,3

Abbildung 4-8: SPE-Kartuschenauswahl: Wiederfindungen der Sulfonamide nach deren Auf-
bringung auf Oasis HLB-, Strata-X- und SampliQ-OPT-Polymer-Kartuschen bezogen auf einen
Lésungsmittelstandard.
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4.1.2.2 Screening mit Giille-Zusatz

Fiir die Tests mit Matrixzugabe in Form von Rindergiille wurden aufgrund der guten Wieder-
findungen alle drei Kartuschen herangezogen (Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8). Dariiber
hinaus wurden die Strata-X-Kartusche und die Oasis-HLB-Kartusche mit 200 mg Sorbent-Pa-
ckungen getestet. Am Beispiel der Strata-X 60 mg Kartuschen sind die Wiederfindungen fiir
Tetracycline in der Abbildung 4-9 und fiir Sulfonamide in Abbildung 4-10 graphisch darge-

stellt. Die Bestimmungen wurden in Dreifachaufarbeitung durchgefiihrt.

Strata-X-60 mg

Wiederfindungen der Tetracycline
w Wiederfindungen - Peakflachenvergleich nach GI. 3.1
B Wiederfindungen - Responsevergleich nach Gl. 3.2

167,9

127,2

(Epi)-CTC (Epi)-DOX (Epi)-iso-CTC DEM (ISTD)

Abbildung 4-9: Wiederfindungen der Tetracycline in Rindergiille nach Aufreinigung und An-
reicherung der Extrakte iiber Strata-X 60 mg Kartuschen im Vergleich zu Losungsmittelstan-
dards der gleichen Analytkonzentration.

Strata-X-60 mg
Wiederfindungen der Sulfonamide
= Wiederfindungen - Peakflachenvergleich nach Gl. 3.1
B Wiederfindungen - Responsevergleich nach Gl. 3.2

99,7 100,5

SMzZ SMX N-Acetyl-SMZ N-Acetyl-SMX SMZ-"3Cq SMX-"2Ce

Abbildung 4-10: Wiederfindungen der Sulfonamide in Rindergiille nach Aufreinigung und An-
reicherung der Extrakte tiber Strata-X 60 mg Kartuschen im Vergleich zu Losungsmittelstan-
dards der gleichen Analytkonzentration.

Durch die Festphasenextraktion kommt es neben der Anreicherung der Analyten hiufig auch
zu einer Aufkonzentrierung der Matrix und damit verbunden, zum Auftreten von Matrixeffek-
ten. Durch einen Peakfldcheneinheitenvergleich zwischen dem Analyten in der Matrix und dem
Analyten im Losungsmittel konnen die unterschiedlichen Matrixeinfliisse ermittelt werden.
Aus der Wirkstoffgruppe der Tetracycline zeigte Demeclocyclin den stirksten Matrixetfekt
(Abbildung 4-9). Lediglich 66 % der Peakflacheneinheit wurde im Vergleich zu einem mat-
rixfreien Standard wiedergefunden. Fiir (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycylin und (Epi)-iso-
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Chlortetracyclin lagen die Wiederfindungen im Bereich von 72 % bis 109 %. Eine Quantifizie-
rung der Tetracycline iiber eine Losungsmittelkalibrierung mit Demeclocyclin als internem
Standard fiihrte zu Uberbefunden der Zielanalyte (Responsevergleich).

Sulfonamide wiesen einen noch stirker ausgeprigten Matrixeffekt auf als Tetracycline (Abbil-
dung 4-10). Im Vergleich zu einem matrixfreien Standard wurden lediglich ca. 50 % der Peak-
flicheneinheit wiedergefunden. Fiir die Quantifizierung der Sulfonamide (SMZ, SMX) wurden
die korrespondierenden '*Cg¢-Analoga als interne Standards verwendet. Wie aus dem Respon-
severgleich hervorgeht, konnten mogliche Matrixeinfliisse {iber die internen Standards hier-
durch kompensiert werden.

Die Quantifizierung der acetylierten Metabolite (N-Ac-SMZ, N-Ac-SMX) erfolgte ebenfalls
iiber die *C¢ markierten Ursprungssubstanzen (SMZ-'3Cs, SMX-'3C¢). Da die Metabolite et-
was stiarkeren Matrixeinfliissen ausgesetzt waren als SMZ und SMX, wurden unter Einbezie-
hung der internen Standards Unterbefunde fiir diese Stoffe ermittelt.

Aus Abbildung 4-9 und Abbildung 4-10 ergibt sich die Aussage, dass lediglich Sulfamethazin
und Sulfamethoxazol iiber Losungsmittelkalibrierungen mit internem Standard quantifiziert
werden konnen, ohne Korrektur des Ergebnisses in Bezug auf die Wiederfindung. Durch die
Beziehung auf einen Matrixstandard wurde gepriift, ob eine Kompensation der unterschiedli-
chen Matrixeffekte fiir die Tetracycline und die N-acetylierten Sulfonamide erfolgen kann (Ab-
bildung 4-11).

Strata-X-60 mg Strata-X-60 mg
Wiederfindungen der Tetracycline bezogen auf Wiederfindungen der Sulfonamide bezogen auf
einen Matrixstandard einen Matrixstandard
Responsevergleich Responsevergleich
m (Epi)-CTC ® (Epi)-DOX = (Epi)-iso-CTC ESMZ  ESMX B N-Acetyl-SMZ B N-Acetyl-SMX
X 1200 < 1200
= 102,1 X ,
w 95,3 ’ 96,8 = 97,5 98,9 101,9
£ 1000 ® 1000 2 23.0
3 3 :
% 80,0 % 80,0
§ 600 2 600 ‘
z 40,0 2 400
T 200 ‘E 20,0
g o]
0,0 = 0,0

Abbildung 4-11: Wiederfindungen der Tetracycline und Sulfonamide in Rindergiille nach Auf-
reinigung und Anreicherung der Extrakte tiber Strata-X 60 mg Kartuschen im Vergleich zu
Matrixstandards der gleichen Analytkonzentration.

Die Quantifizierung iiber einen Matrixstandard fiihrte nach Abbildung 4-11 fiir alle sieben
Analyten zu sehr guten Ergebnissen. Die Wiederfindungen lagen im Bereich von 93 % und
102 %. Selbst bei einem Flachenverlust von ca. 50 % wiesen die Sulfonamide noch vergleich-
bare oder hohere Peakfldcheneinheiten auf als Tetracycline. Daher ist die Methode anwendbar
fiir den simultanen Nachweis beider Wirkstoffgruppen im unteren pg kg™!-Bereich. Weitere
Optimierungen zur Verringerung des Matrixeinflusses durch Verdiinnung der Probenextrakte
und Durchfithrung des SPE-Waschschrittes mit Wasser und Methanolzusitzen (5, 10 und 50 %)
fiihrten lediglich zu Flachenverlusten. Die Durchfithrung des Waschschrittes mit 1 mL Wasser
erwies sich am geeignetsten. Auf eine Verdiinnung der Extrakte oder weitere Optimierungen
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der Waschschritte wurde aufgrund der sehr guten Wiederfindungen gegen eine Matrixkalibrie-
rung verzichtet. Zudem wurden sehr niedrige Bestimmungsgrenzen (vgl. Kapitel 4.2) erreicht.
Die Quantifizierung der Proben erfolgte daher fiir alle Matrices liber Matrixkalibrierungen und
Zusatz eines internen Standards.

Die Ergebnisse der anderen vier getesteten Kartuschen sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst.
Sowohl die Strata-X als auch die Oasis HLB Kartusche ist fiir die Anreicherung der Tetracyc-
line und Sulfonamide aus Giilleextrakten geeignet. Der Vorteil der Strata-X-Kartusche lag in
der schnelleren Durchlaufgeschwindigkeit (ca. 15 Minuten) der Probe. Das Anlegen von Va-
kuum war nicht notwendig. Da die Methode zur Untersuchung eines grolen Probenumfanges
dienen sollte, wurde die Strata-X-Kartusche als geeignetes Festphasenmaterial verwendet. Die
Sorbentmenge hatte keinen bedeutenden Einfluss auf die Wiederfindungen, weshalb eine Sor-
bentmenge von 60 mg beibehalten wurde. Die SampliQ-OPT-Kartusche verstopfte durch die

Probenaufgabe und war somit nicht fiir die Aufarbeitung matrixreicher Proben geeignet.

Tabelle 4-2: Gegeniiberstellung der Wiederfindungen.

Kartusche WDF [%] WDF [%]
bezogen auf Losungsmittelstandards der bezogen auf Matrixstandards der
gleichen Analytkonzentration gleichen Analytkonzentration
2 o

= ) N X x| O N | X
21 2| 3 > | 5| | 8] % > | =
O a Z ©n (7] @) [a) .2 (7] (7]
= 2| 2| N X g S a2 & 2| §| X o o
2, a. 2, < < . a. a, < <
O I I - A P I I A - R - A
Strata-X 60 mg 3 cc 82 | 109 | 72 | 52 | 54 | 46 | 43 | 95 | 102 | 97 | 98 | 99 | 102 | 93
Strata-X 200 mg 3 cc 75 | 91 | 68 | 48 | 51 | 46 | 45 | 97 | 94 [ 102 | 98 | 99 | 100 | 100
Oasis HLB 60 mg 3 cc 69 | 94 | 67 | 43 | 44 | 42 | 38 | 102 | 106 | 104 | 99 | 100 | 110 | 101
QOasis HLB200mg 6 cc | 79 | 98 74 | 48 53 | 49 | 45 | 103 | 99 | 106 | 97 | 99 | 102 | 95

Extraktionsmittel Extraktionsbedingungen
Extraktionszeit
Wiissriges 15 Minuten
Extraktionsmittel Extraktionstemperatur
Mcllvaine-Puffer pH 4 40 °C
mit 0,05 M EDTA-
Zusatz Extraktionsvolumen und -zyklen
2x5mL

SPE-Protokoll

Konditionierung: 3 mL Methanol
Aquilibrierung: 3 mL Wasser
Probenaufgabe: 8 mL

SPE-Kartusche Waschen: 1 mL Wasser
Elution: 3 mL Methanol
Strata-X 60 mg Eindampfen: unter

Stickstoffstrom, 40 °C
Wiederaufnahme: 1 mL
Anfangseluent

Ubertragbarkeit der Methode auf die Matrices Weidelgras, Mohrentiibe,
Mohrenschale, Mohrengriin, Mohrenwurzeln, Sandboden und Lofiboden testen

Abbildung 4-12: Optimierte Probenvorbereitungsbedingungen fiir den Nachweis von Antibio-
tikariickstdnden in Giille.
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4.1.3 Ubertragung der optimierten Probenaufarbeitungsmethode auf weitere Matrices

Tabelle 4-3: Priifung der Ubertragbarkeit der Probenaufarbeitungsmethode fiir Giille auf wei-
tere Matrices.

Ubertragung méglich | Matrix

v Giille, Deutsches Weidelgras, Mdohrengriin, Mohrenriibe, Mohrenschale, Mohren-
wurzel
x Volkmarser Sandboden, Baunataler L63boden

Zur Bestimmung von Antibiotika in Bodenproben musste die entwickelte Probenaufarbeitungs-
methode abgewandelt werden. Die durchgefiihrten Optimierungen wurden gemif3 den Angaben
in Kapitel 3.10.3 vorgenommen.

Peakflachenvergleich bei Verwendung einer Mischung aus Mcllvaine-Puffer (MIP)
und Methanol als Extraktionsmittel

190000
170000
150000
130000

110000
90000 - _
70000 - -
500! I I
300 l
ooy - [ | [ | n

Peakflache

8 8

MIP pH 4 + Methanol ~ MIP pH 5 + Methanol | MIP pH 6 + Methanol | MIP pH 7 + Methanol ~ MIP pH 8 + Methanol

B (Epi)-CTC m(Epi)-DOX ®mSMZ mSMX ® (Epi)-iso-CTC N-Ac-SMZ N-Ac-SMX

Abbildung 4-13: Optimierung der Extraktionsmittelzusammensetzung fiir den Nachweis von
Antibiotika im Boden.

Nach Abbildung 4-13 weist (Epi)-Chlortetracyclin die geringsten Peakfldcheneinheiten auf.
Bei der Auswahl des besten Extraktionsgemisches wurde sich daher auf die Maximierung der
Peakflache fiir diesen Wirkstoff fokussiert. Aus allen getesteten Extraktionsmitteln erwies sich
die Verwendung einer Mischung aus Mcllvaine-Puffer pH 6 (mit 0,05 M EDTA-Zusatz) und
Methanol am geeignetsten. Weitere Optimierungen fanden unter Variation des Losungsmittels
statt. Unter identischen Bedingungen wie unter Kapitel 3.10.3 beschrieben, wurden Aceton,

Acetonitril und Ethylacetat an Stelle von Methanol verwendet.

Peakflachenvergleich bei Verwendung von Mcllvaine-Puffer (MIP) pH 6 und
verschiedener Losungsmittelzusatze als Extraktionsmittel

MIP pH 6 + Methanol MIP pH 6 + Aceton MIP pH 6 + Acetonitril MIP pH 6 + Ethylacetat

190000
170000
150000
130000
110000
900
700
500
300
1001

Peakflache

88888

W (Epi)-CTC W (Epi)-DOX MSMZ MSMX M (Epi)iso-CTC ®N-Ac-SMZ = N-Ac-SMX

Abbildung 4-14: Weitere Optimierung der Extraktionsmittelzusammensetzung fiir den Nach-
weis von Antibiotika im Boden.
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Durch Verwendung anderer Losungsmittel konnte im Vergleich zu Methanol keine Verbesse-
rung der Extraktionsausbeute festgestellt werden (Abbildung 4-14). Optimierungen in Bezug
auf die Extraktionszeit (5, 15, 30 Minuten) und die Extraktionstemperatur (RT, 40 °C, 60 °C,
80 °C) wurden ebenfalls durchgefiihrt. Extraktionsbedingungen von 5 Minuten bei 60 °C im
Ultraschallbad fiihrten zu den besten Ergebnissen. Die Wiederfindungen wurden gegen einen
matrixfreien Losungsmittelstandard der gleichen Analytkonzentration bestimmt. Fiir die Tetra-
cycline lagen diese im Bereich von 57 % bis 60 %. Fiir Sulfonamide wurden Wiederfindungen
von 74 % bis 82 % erreicht. Durch die Quantifizierung der Proben iiber eine Matrixkalibrie-

rung, konnten auch hier die Matrixeinfliisse kompensiert werden.

4.1.4 Bestimmung von Antibiotika in Bodeneluaten aus Lysimeterstudien

Die Probe wurde mit 5 % Mcllvaine-Puffer (pH 4, pH 5, pH 6, pH 7; 0,1 M EDTA-Zusatz) und
20 uL ISTD 2 (Tabelle 3-9) versetzt und geméll Kapitel 3.11.2 aufgearbeitet. Der Zusatz von
Mclllvaine-Puffer pH 4 fiihrte zu den besten Wiederfindungen. Im Vergleich zu Proben ohne
Pufferzusatz, konnten fiir die Tetracycline hierdurch die Wiederfindungen von 54 % bzw. 78 %
auf>98 % gesteigert werden. Fiir die Sulfonamide betrugen die Wiederfindungen mit und ohne
Pufferzusatz > 81 % (Abbildung 4-15).

Optimierungen zur Anreicherung von Wasserproben
- Variation der Probenzusatze -

< 140,0
2 1200
2 I
2 1000 I [
S 1 I = I I
3 80,0 I
= 60,0
40,0
20,0 I
0,0 . . . .
ohne Zusatz MIP pH 4 mit MIP pH 5 mit MIP pH 6 mit MIP pH 7 mit
0,1 MEDTA 0,1 MEDTA 0,1 MEDTA 0,1 MEDTA
M (Epi)-Chlortetracyclin 54,2 97,5 76,9 38,5 36,7
m (Epi)-Doxycyclin 77,7 124,6 117,8 86,1 98,3
Sulfamethazin 85,9 92,2 106,5 101,0 103,4
Sulfamethoxazol 92,5 81,1 93,1 91,9 87,1

Abbildung 4-15: Gegeniiberstellung der verschiedenen Probenzusdtze zur Optimierung der
Anreicherung von Wasserproben.



Ergebnisse 83

4.2 Verfahrenskenndaten

Die Verfahreskenndaten wurden geméf den Agaben in Kapitel 3.12 bestimmt. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 4-4 bis Tabelle 4-13 zusammengestellt.

4.2.1 Verfahrenskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Giille

Tabelle 4-4: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Rindergiille.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng/kg] [ng/kg]

XNG XEG XBG* intraday interday | intraday | interday

(n=3) (n=3) (n=3) (n=06) (1 Tag) (3 Tage) | (1 Tag) (3 Tage)
(Epi)-CTC 0,41 0,82 1,34 2,0 104,2 102,9 0,98 2,26
(0,30-0,49) | (0,60-0,97) | (1,00-1,58) 10,0 101,1 101,5 0,76 2,04
(Epi)-iso-CTC 0,61 1,22 1,94 2,0 101,5 102,5 0,90 1,66
(0,51-0,79) | (1,02-1,58) | (1,66-2,47) 10,0 105,7 103,7 0,70 1,27
(Epi)-DOX 0,57 1,07 1,73 2,0 102,3 105,3 1,00 1,76
(0,49-0,66) | (0,97-1,13) | (1,58-1,82) 10,0 101,8 102,5 0,68 1,51
N-Acetyl-SMZ 0,37 0,73 1,20 2,0 102,9 104,2 2,68 2,71
(0,28-0,50) | (0,57-0,99) | (0,94-1,62) 10,0 101,0 101,6 0,50 0,73
N-Acetyl-SMX 0,48 0,96 1,54 2,0 101,8 103,0 1,11 2,02
0,37-0,68) | (0,75-1,36) | (1,23-2,16) 10,0 101,5 101,4 0,68 0,83
SMZ 0,45 0,91 1,47 2,0 101,0 102,7 0,82 1,57
(0,28-0,59) | (0,55-1,18) | (0,92-1,88) 10,0 102,1 101,8 0,84 1,07
SMX 0,53 1,07 1,70 2,0 102,7 103,1 1,10 1,25
(0,26-0,91) | (0,52-1,82) | (0,86-2,82) 10,0 100,8 100,9 0,65 0,73

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 2 pg kg'' normiert.

4.2.2 Verfahrenskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Weidelgras

Tabelle 4-5: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Weidelgras.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng/kg] [ng/kg]
XNG XEG xBG™* intraday | interday | intraday | interday
(n=3) (n=3) (n=3) (n=10) (1 Tag) | (3 Tage) | (1 Tag) | (3 Tage)
(Epi)-CTC 0,23 0,45 0,73 1,0 98,3 99,5 1,88 2,27
0,17-0,29) | (0,33-0,57) | (0,55-0,91) 5,0 100,0 100,1 0,78 1,03
50,0 99,7 100,2 1,42 1,79
(Epi)-iso-CTC 0,18 0,36 0,59 1,0 101,5 101,0 1,15 2,40
(0,16-0,20) | (0,33-0,41) | (0,54-0,67) 5,0 100,2 100,5 1,07 1,27
50,0 100,1 100,3 0,78 1,34
(Epi)-DOX 0,15 0,31 0,51 1,0 103,1 101,9 2,35 2,70
(0,11-0,18) | (0,22-0,36) | (0,37-0,59) 5,0 100,7 100,4 1,00 1,11
50,0 100,0 100,5 1,14 1,32
N-Acetyl-SMZ 0,18 0,35 0,58 1,0 100,4 102,2 1,02 2.16
0,13-0,25) | (0,26-0,50) | (0,44-0,80) 5,0 99,7 99,8 0,87 0,97
50,0 100,9 100,6 0,93 1,23
N-Acetyl-SMX 0,22 0,43 0,71 1,0 100,4 101,3 1,73 3.61
(0,19-0,25) | (0,38-0,50) | (0,36-0,81) 5,0 99,7 100,2 0,95 1,14
50,0 100,9 100,0 1,00 1,72
SMZ 0,23 0,46 0,74 1,0 100,9 99,5 1,84 2,51
0,16-0,29) | (0,33-0,57) | (0,54-0,92) 5,0 100,4 100,5 0,72 0,90
50,0 100,0 100,3 1,04 1,19
SMX 0,22 0,45 0,73 1,0 100,7 102,5 1,92 2,38
0,17-0,28) | (0,34-0,55) | (0,56-0,89) 5,0 100,4 100,4 0,70 0,81
50,0 100,0 99,4 1,02 1,66

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 1 pg kg! normiert.
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4.2.3 Verfahrenskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Mohren

Tabelle 4-6: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Mohrenriiben.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kgl [ng kg'']
XNG XEG XBG* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3 | @w=10) |(UTag |(BTage) | 1 Tag) | (3 Tage)

(0,06-0,10) | (0,12-0,19) | (0,20-0,31) 500 100.9 100,0 21 218

(Epi)-iso-CTC 0,09 0,17 0,29 0.5 100,0 1005 | 1,63 5,12

(0,08-0,10) | (0,15-020) | (0,25-0,32) 25,0 101.8 101,7 1,43 1,63

50,0 98,9 100,1 2,79 2,14
0,06-0,11 0,12-0,21 0,20-0,34 > 2 2 > >

0060.1D) 1 (0.12:021) 1 (0200.34) 50,0 1009 1006 | 0,91 113

N-Acetyl-SMZ 0,10 0,20 0,33 205’50 g;a‘; ?(7)692 iig ‘;22
0,08-0,11 0,16-0,22 0,27-0,36 > > 2 > >

( )| ¢ )| ¢ ) 50,0 101,0 100.9 1,75 1,76

N-Acetyl-SMX 0,09 0,19 0,31 205’50 32’3 igg’é ;‘ég 2’32
0,07-0,11 0,14-0,22 0,23-0,35 2 2 2 2 2

( )| ¢ )| (¢ ) 50,0 100.6 101,9 1,84 2,41

SMZ 0.09 0.18 0.30 0,5 1004 98,7 2,94 5,12

25,0 1004 100,9 135 1,58

0,07-0,11) | (0,15-0,23) | (0,24-0,37) 500 100.5 100.8 5 175

SMX 0.10 0.21 0.34 0,5 97.6 1006 | 3.96 3,98

(0,09-0,13) | (0,18-0,25) | (0,29-0,41) 25,0 100,3 99,9 1,21 1,42

50,0 100,6 1003 0,52 1,16

Tabelle 4-7: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Mohrenschalen.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kg'] [ng kg']
XNG XEG xBG* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3) | @w=10) |1 Tay | (B Tage) | (1Tay | (3 Tage)
0,09-0,10 0,17-0,19 0,28-0,32 5 2 & 2 2
( )| ( )| (¢ ) 50,0 101,4 101,1 1,05 1,55
(0,13-0,23) | (0,09-0,15) | (0,15-0,25) 50,0 1018 1018 56 %6
(0,17-0,36) | (0,11-0,19) | (0,19-0,31) 25,0 101,1 101,9 3,74 2.85
50,0 99.9 101,1 1,51 2,06
N-Acetyl-SMZ 0,09 0,17 0,28 0,5 100,2 10,2 | 2,39 2,47
(0,08-0,10) | (0,160,20) | (0,26-0,33) 25,0 103,1 102, 2,08 3,23
50,0 104,1 1053 2.12 2.68
N-Acetyl-SMX 0,07 0,14 0,23 205’50 ?3664 ?3196 g?g ‘2"25
0,05-0,09 0,10-0,17 0,18-0,28 2 > . > >
( )| )| ¢ ) 50,0 105,6 104,9 1,40 1,56
SMZ 0,09 0.17 0.28 0.5 100.4 1033 [2.79 3,53
25,0 100,9 100,9 2,01 1,50
0,06-0,11 0,12-0,22 0,20-0,36 2 2 2 2 2
( )| ( )| (¢ ) 50,0 100,0 101,3 1,03 1,51
SMX 0,09 0.18 0.29 0,5 100,2 102,5 | 3,04 3,65
25,0 100,0 99,8 2,43 1,89
0,07-0,11 0,14-0,22 0,24-0,35 2 2 2 2 2
0,07-0.11) | (0,14-022) | (0.24-0.35) 50,0 100,7 101,4 1,20 1,75

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 0,5 ug kg™! normiert.
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Tabelle 4-8: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Mohrenwurzeln.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kg [ng kg|
XNG XEG xBG* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3) | @w=10) |(ITag |(BTage) | 1 Tag) | (3 Tage)

(Epi)-CTC 007 | G4 |02 b e o
0,06-0,08) | (0,12-0,17) | (0,20-0.28 ] ] : ] ]

( )| )| ) 50,0 100,3 101,2 127 1,50

(Epi)-iso-CTC 0,07 0,13 0,22 205’50 182’2 ig;i ;22 ggg
0,050,08) | (0,11-0,15) | (0,18-0.26 ] ] ] ] .

(0,05-0,08) | (0,11-0,5) | (0,18-0,26) 50,0 101,2 100,7 0,89 1,28

(0,08-0,09) | (0,16-0,18) | (0,26-0,30) 25,0 102,6 102.3 2,64 241

50,0 100,9 100,9 0,99 1,36

N-Acetyl-SMZ 0,06 0,12 0,21 0,5 99,6 100,7 3,87 4,19

(0,05-0,08) | (0,10-0,15) | (0,17-0,25) 25,0 101,3 100,7 1,79 1,98

50,0 101,7 101,1 1,27 1,80

N-Acetyl-SMX 0,05 0,10 0,16 205’50 ?3687 38(27 ;g? ;ZT
0,04-0,05) | (0,08-0,11) | (0,14-0,18 : ] ; : ]

( )| )| ) 50,0 100,6 100,3 1,79 1,57

SMZ 0,06 0.12 0,19 0,5 102,4 103,1 6,43 5,51

25,0 98,9 99,1 2,26 2,13
0,03-0,08) | (0,07-0,15) | (0,11-0,25 . ] ] ] ]

( )| )| ) 50,0 100,7 100,2 0,68 1,14

SMX 0,08 0,16 0.26 0,5 101,4 99,7 3,73 3,28

25,0 99.8 100,2 1,88 1,81
0,07-0,09) | (0,13-0,18) | (0,22-0,29 ] ] ] . ]

(0,07-0,09) | (0,13-0,18) | (0.22-0,29) 50,0 100,7 100,3 1,36 1,23

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 0,5 ug kg™! normiert.

Tabelle 4-9: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika im Mohrengriin.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kg''] [ng kg'']
XNG XEG xBG™* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3) | @w=10) |(1Tay | (B Tage) | 1Tay | (3 Tage)
( )
0,25-0,34 0,49-0,68 0,82-1,19 5 2 2 5 &
(025-0.34) | (049-068) | (082-1.19) 50,0 101,1 100,3 2,72 2,69
(0,31-0,36) | (0,62-0,72) | (1,04-1,19) 50.0 103.3 101.9 1.75 233
(Epi)-DOX 0,29 0,57 0,95 2,0 102,4 99,8 2,32 3,10
(0,27-031) | (0,54-0,63) | (0,89-1,04) 25,0 101,6 103,5 2,78 2,93
50,0 101,9 100,6 2,15 3,93
0,28-0,50 0,57-1,00 0,95-1,61 2 > > > 2
( )| )| ) 50,0 103,5 102,2 5,87 6,91
N-Acetyl-SMX 0,43 0,86 1,40 225’00 ZZ’Z Z;’? ;a‘z‘i 2;3
0,27-0,67 0,55-1,34 0,91-2,13 2 2 2 > 2
(027-067) | (0.55-134) | (091-2.13) 50,0 100,3 101,4 5,17 5,90
SMZ 0.33 0,68 1,08 2,0 107.0 1064 | 4.30 3,66
25,0 103,9 103,7 2,50 3,34
0,25-0,37 0,51-0,79 0,85-1,22 2 2 2 2 2
( )| ¢ ) | ¢ ) 50,0 100,7 99,3 2,35 3,46
SMX 0.29 0.58 0.96 2,0 100,8 10,6 [ 385 4,04
(0,21-0,36) | (0,43-0,72) | (0,72-1,19) 25,0 103.6 103,2 3,39 4,56
50,0 99,0 100,4 2,81 3,08

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 2,0 ug kg™! normiert.
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4.2.4 Verfahrenskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Boden

Tabelle 4-10: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Sandboden.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kg'] [ng kg|
XNG XEG XBG* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3 | @w=10) |(UTag |(BTage) | 1 Tag) | (3 Tage)

e T I T T i Y
0,07-0,16 0,13-0,31 0,22-0,52 2 2 2 2

0,07-0.16) | (0.13-031) | (0.22-0.52) 500 100,0 100,6 0,90 1,69

(Epi)-iso-CTC 0,12 0,24 0,40 1 99,2 104.4 6,19 6,46

(0,08-0,14) | (0,18-0,31) | (0,31-0,51) 250 101.4 100.9 1,05 1,29

500 100,3 100,6 0,77 1,20

(Epi-DOX o IO IO S s X B I X B
0,09-0,12 0,18-0,23 0,31-0,39 2 2 > >

0.09:0.12) | (0.18:023) | (0.31-0.39) 500 100,9 100,9 0,88 1,41

N-Acetyl-SMZ 0,14 0,28 0,46 2;0 18(7)’; 18(9)’2 ‘11’22 ‘I‘a‘s‘g
0,12-0,16 0,23-0,32 0,39-0,54 2 2 > >

( )| ( )| ) 500 100,6 100,8 0,82 1,43

N-Acetyl-SMX 0,12 0,23 0,39 2éo ?(9)144 ?3122 ?’?g ?’%
0,10-0,14 0,19-0,27 0,33-0,45 2 2 2 2

( )| )| (¢ ) 500 100,7 101,0 0,53 1,43

SMZ 0.11 0.22 0.37 | 101,2 100,6 2,94 4,78

250 100,7 100,4 2,28 123
0,10-0,12 0,19-0,25 0,33-0,41 2 2 2 2

(010:0,12) | (0.19:025) | (0.33-041) 500 100,4 100,5 0,89 0,87

SMX 0.10 0.21 0.34 | 100,1 100,0 4,75 5,72

(0,08-0,14) | (0,17-0,27) | (0,28-0,45) 250 100,7 1007 1,49 1,59

500 100,4 100,6 1,03 1,36

Tabelle 4-11: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Léf3boden.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng kg [ng kg|
XNG XEG XBG* intraday interday | intraday | interday
(n=3) (n=3) (n=3) (n=10) | (1Tag) (3 Tage) | (1 Tag) | (3 Tage)
(Epi-CTC 04 |03 |0 T i
0,12-0,16 0,23-0,32 0,39-0,53 2 2 2 2
(0.12:0.16) | (0.23-0.32) | (0.39-0.33) 500 102,0 100,7 1,10 1,54
(Epi)-iso-CTC 0,17 0,34 0,56 1 111,9 103.8 5,18 9,41
(0,13-0,23) | (0,26-0,45) | (0,43-0,74) 250 100,8 101,0 1,46 1,25
500 100,7 100,5 1,62 1,22
(Epi-DOX 025 | 0S| 0 e T T1de
0,17-0,36 0,35-0,71 0,57-1,12 2 2 2 2
( )| ¢ )| ¢ ) 500 100,7 101,0 1,08 1,17
N-Acetyl-SMZ 0,15 0,30 0,50 2éo igg’g 5829’4 ‘I‘ag fazz
0,10-0,20 0,19-0,40 0,32-0,65 2 2 2 2
( )| ¢ ) | (¢ ) 500 100,4 1007 0,76 1,69
N-Acetyl-SMX 0,15 0,30 0,50 2éo igfg igi’g (7;3‘; fi;
0,10-0,19 0,21-0,37 0,35-0,61 2 2 2 2
(0.10-0.19) 1 (0.21-037) | (035-0.61) 500 101,3 101,1 0,79 0,94
SMZ 0.16 0.31 0.52 ] 100,2 1005 3,55 438
(0,13-0,20) | (0,26-0,40) | (0,44-0,65) 250 100.9 101,0 1,20 1,27
500 100,5 100,9 0,79 1,34
SMX 0.16 0.32 0.53 ] 106.0 102.7 6,13 5,84
(0,11-0,23) | (0,22-0,46) | (0,36-0,75) 250 100.4 1006 L15 L15
500 100,9 100,8 0,81 0,90

*Die Bestimmungsgrenze wurde fiir alle Analyte auf 1 ug kg'! normiert.



Ergebnisse

87

4.2.5 Verfahrenskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Wasser

Tabelle 4-12: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Bodeneluaten.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng L] [ng L]
XNG XEG XBG* intraday interday | intraday | interday
(n=3) (n=3) (n=3) (n=10) | (1Tag) (3 Tage) | (1 Tag) | (3 Tage)

(Epi)-CTC R O IO S X 5 I T B

(0,08-0,10) | (0,16-0.20) | (0.28-0,34) 1000 100,9 101,5 1,63 1,91

(Epi)-iso-CTC 0,10 0,19 0,33 1 109,1 103,3 4,63 5,11

(0,06-0,14) | (0,12-0,28) | (0,22-0,47) >00 100.4 100.7 0.88 1,09

1000 101,9 102,5 1,87 1,75

B B B e e
0,05-0,11 0,10-0,22) | (0,17-0,37 : : . 2

( )| ¢ )| ¢ ) 1000 102,4 103,2 1,83 2,57

N-Acetyl-SMZ 0,14 0,28 0,46 5(1)0 }83’5 ig?’g ;?‘9‘ ?22
0,11-0,20) | (0,21-0,40) | (0,36-0,66 2 2 2 2

( )| )| ) 1000 103,6 103,3 2,09 2,58

T B B B e e £
0,07-0,16) | (0,13-0,32) | (0,22-0,53 d 2 . :

0,07:0.16) | (0.13-032) | (0.22:0.53) 1000 100,4 100,8 1,14 2,38

SMZ 011 0,23 0,38 1 96,4 101,0 2,69 4,81

500 100,1 100,6 0,81 0,91

(0.08-0,18) | (0,16-0.35) | (027-0.58) 1000 100,5 101,1 2,00 1,74

SMX 011 0,21 0,36 1 104,3 100,4 3,56 4,02

(0,08-0,15) | (0,17-0,29) | (0,28-0,49) >00 100.0 100.4 1,15 1,13

1000 993 100,7 0,93 1,85

*Die BG wurde fiir alle Analyte auf 1 ng L' normiert. Die Validierungskenndaten wurden mit unbelastetem Lysimeterwasser erhoben.

Tabelle 4-13: Validierungskenndaten fiir den Nachweis von Antibiotika in Grundwasser.

Analyt NG, EG, BG nach DIN 32645 Dotierung relative WDF [%] Vi [%]
[ng L] [ng L]
XNG XEG xBG™* intraday interday | intraday | interday
m=3) | @=3) | @=3) | @w=10) |(1Tay | (B Tage) | 1Tay | (3 Tage)
(Epi)-CTC T O e e S X S
13,9-16,1 26,9-35,5 44,7-51,1 2 2 2 2
( )| ¢ )| ¢ ) 500 103,4 102,5 2,65 2,77
(Epi)-iso-CTC 17,7 353 55,6 50 100,5 100,6 6,50 5,69
(12,6-23,1) | (25,1-46,1) | (40,6-71,4) 250 10,1 100.8 4,22 341
500 102,3 101,1 1,77 2,12
(Epi)-DOX 183 W6 | oriors e 2
13,5-1 26,9-35,5 43,4-56,0 2 > > >
(3,5-17.7) | (269-355) | (43:4-56,0) 500 101,4 101,6 1,32 1,71
N-Acetyl-SMZ 15,3 30,6 48,8 25500 Z‘S‘ag ?3613 §§2 ?gg
13,6-16 27,3-33,8 43,9-53,6 2 2 > 2
(136-169) | (27333.8) | (43.9-536) 500 103,7 103,3 2,41 2,42
10,1-15,3 20,2-30,6 33,1-48,9 2 & > &
(10.1-15.3) ] (20.2-306) | (33.148.9) 500 103,3 102,8 1,23 1,92
SMZ 12,8 25,6 413 50 102,9 103,2 4,47 4,96
250 101,7 101,4 1,72 1,48
11,2-15,9 22,3-31,9 36,4-50,7 2 2 2 2
(1.2-159) | (22.3319) | (36:4-50.7) 500 101,5 103,0 1,43 2.15
(9,3-15,6) (18,5-31,2) (30,5-49,7) 250 100.3 101,3 2,06 259
500 99,8 100,8 1,33 1,71

Die BG wurde fiir alle Analyte auf 50 ng L' normiert. Die Validierungskenndaten wurden mit unbelastetem Grundwasser erhoben.
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4.3 Aufwuchsversuche in Mitscherlichgefiaf3en

Das Ziel der Aufwuchsversuche bestand darin, den moglichen Transfer von Antibiotika in
Pflanzen (Deutsches Weidelgras und Mohren) zu untersuchen, nachdem antibiotikahaltige
Giille als Diingemittel eingesetzt wurde. Die Untersuchungen eines Aufwuchsprojektes um-
fassten neben der Analyse des Pflanzenmaterials auch die Untersuchung der dotierten Rinder-
giille nach deren Vorbehandlung. Zudem erfolgte die Analyse der Bodenproben nach der Ernte
der Pflanzen. Anhand der Daten wurden die Transferraten der Antiobiotika aus dem Giille-
Boden-Gemisch in die Pflanzen ermittelt.

4.3.1 Untersuchung des Weidelgrasaufwuchses
4.3.1.1 Untersuchung der Grasproben

Eine detaillierte Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung mit einer tabellarischen Auflistung
der Versuchsansitze ist Kapitel 3.6.2 zu entnehmen. Die Analyse der Weidelgrasproben auf
Antibiotikariickstdnde erfolgte in Dreifachbestimmung unter Verwendung der zerkleinerten
und homogenisierten Weidelgrasfrischmasse. Nach entsprechender Probenvorbereitung (Kapi-
tel 3.10.4.1) wurden die Proben mittels LC-MS/MS analysiert. Da die Grasschnitte je nach
Ernteschnitt sichtbar unterschiedliche Wassergehalte besalen, wurde von jeder Einzelprobe
und Variante die Trockenmasse in Doppelbestimmung ermittelt (Kapitel 3.5). Alle Ergebnisse

wurden auf die Trockenmasse umgerechnet.

Begonnen wurde mit der Untersuchung der Varianten, welche mit Rindergiille gediingt wurden,
die vor der Fermentation mit 100 mg Antibiotikum je kg angereichert wurde. Abbildung 4-16
gibt einen Uberblick iiber die gefundenen Antibiotikakonzentrationen in den ,,100 mg kg!*-
Versuchsansédtzen. Von den vier zugesetzten Antibiotika konnte Sulfamethazin in den Weidel-
grasproben nachgewiesen werden. Es ergaben sich Konzentrationsunterschiede zwischen Wei-
delgrasproben die auf Sandboden kultiviert wurden und vergleichbaren Ansitzen mit LoBbo-
den. Die Ansitze mit Sandboden wiesen hohere Gehalte an Sulfamethazin auf. Im ersten Schnitt
betrug die Konzentration 217,9 ug kgrv™'. In Versuchsansétzen mit LoBboden betrug die nach-
gewiesene Konzentration im ersten Schnitt 86,1 pg kgrm™. Mit jedem weiteren Schnitt, und

damit im zeitlichen Verlauf, nahm die Sulfamethazinkonzentration im Weidelgras ab.

Neben den vier dotierten Antibiotika wurde das Weidelgras auch auf mogliche Metabolite und
Transformationsprodukte untersucht. Hierzu zahlten N-Acetyl-Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfa-
methoxazol und (Epi)-iso-Chlortetracyclin. Neben Sulfamethazin konnte auch der Metabolit V-

Acetyl-Sulfamethazin in den Weidelgrasproben quantifiziert werden.
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Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen
Aufwuchsvarianten mit einem Antibiotikazusatz von 100 mg kg™ iiber Rindergiille
Darstellung der Ansatze mit L6R- und Sandboden

N-Acetyl-Sulfamethazin - LoRboden - Variante 28 & Sulfamethazin - LoRboden - Variante 28
N-Acetyl-Sulfamethazin - Sandboden - Variante 14 M Sulfamethazin - Sandboden - Variante 14
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Abbildung 4-16: Darstellung der nachgewiesenen Antibiotika in den Weidelgrasproben des
Ansatzes mit einem 100 mg-Zusatz an Sulfamethazin pro kg Giille. Aufgefiihrt sind die gemit-
telten Konzentrationen in ug kg™ Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 3).'*

Da der 100 mg kg''-Ansatz fiir Sulfamethazin positive Befunde lieferte, wurden zusitzlich die
Varianten analysiert, welche mit Giille gediingt wurden, die 20 mg und 50 mg Sulfamethazin
pro kg enthielt. Die anderen 100 mg kg™'-Ansitze wiesen weder Chlortetracyclin und Doxycyc-
lin noch Sulfamethoxazol in quantifizierbaren Mengen auf, weshalb bei diesen Analyten auf

die weitere Analyse der Varianten mit niedrigeren Konzentrationen verzichtet wurde.

Auch in Weidelgrasproben, welche mit Giille gediingt wurden, die mit 50 mg Sulfamethazin je
kg Giille dotiert wurde, konnte Sulfamethazin quantitativ bestimmt werden (Abbildung 4-17).
Die Konzentrationen lagen bei Ansdtzen mit Sandboden im Verlauf der Aufwuchsperiode zwi-
schen 48,6 ug kgrm! und 7,6 ug kgrm!. Auch hier nahm die Konzentration mit jedem weiteren
Schnitt ab. Neben Sulfamethazin war im ersten und zweiten Schnitt auch N-Acetyl-Sulfame-
thazin nachweisbar. Die Konzentration betrug 25,9 pug kgrv™' im ersten und 5,9 pg kgrv™! im
zweiten Schnitt. In den weiteren Schnitten lagen die Gehalte des Metaboliten unterhalb der
Bestimmungsgrenze von 1 pg kg™l Versuchsansitze mit LoBboden wiesen etwas niedrigere
Sulfamethazingehalte im Bereich von 17,2 ug kgrm™! bis 9,1 ug kgrm™! auf. N-Acetyl-Sulfame-
thazin war nicht nachweisbar. Abbildung 4-17 gibt einen Uberblick iiber die gefundenen An-

lee

tibiotika und deren gemittelte Konzentrationen in den ,,50 mg kg™ “~-Versuchsansitzen.

! Definition des Begriffes ,,n-Zahl* in der vorliegenden Arbeit: Anzahl aller Einzelmessungen, die zur Bildung des arithmetischen Mittelwertes
herangezogen wurden.



90 Ergebnisse

Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen
Aufwuchsvarianten mit einem Antibiotikazusatz von 50 mg kg! iiber Rindergiille
Darstellung der Ansétze mit L6R- und Sandboden

N-Acetyl-Sulfamethazin - L6BRboden - Variante 27 ¥ Sulfamethazin - LoBboden - Variante 27
N-Acetyl-Sulfamethazin - Sandboden - Variante 13 M Sulfamethazin - Sandboden - Variante 13
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Abbildung 4-17: Darstellung der nachgewiesenen Antibiotika in den Weidelgrasproben des
Ansatzes mit einem 50 mg-Zusatz an Sulfamethazin pro kg Giille. Aufgefiihrt sind die gemittel-
ten Konzentrationen in ug kg™ Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 3).

Die Untersuchung der Weidelgrasproben, welche mit Giille gediingt wurden, die 20 mg Sulfa-
methazin je kg enthielt, wiesen in Varianten welche auf Sandboden wuchsen Sulfamethazinbe-
funde auf. Die gefundenen Konzentrationen lagen im Bereich von 15,4 ugkgmv! bis
4,7 ng kgrm!. In Varianten mit LoBboden konnte kein Sulfamethazin nachgewiesen werden.
Der Metabolit N-Acetyl-Sulfamethazin war weder in Ansitzen mit Sandboden, noch in Ansét-
zen mit LoBboden nachweisbar. Abbildung 4-18 gibt einen Uberblick iiber die ermittelten An-

~lec

tibiotikakonzentrationen in den ,,20 mg kg™ ““- Versuchsansatzen.
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Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen
Aufwuchsvarianten mit einem Antibiotikazusatz von 20 mg kg™ iiber Rindergiille
Darstellung der Anséatze mit Sandboden

B Sulfamethazin - Sandboden - Variante 12
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Abbildung 4-18: Darstellung der nachgewiesenen Antibiotika in den Weidelgrasproben des
Ansatzes mit einem 20 mg-Zusatz an Sulfamethazin pro kg Giille. Aufgefiihrt sind die gemittel-
ten Konzentrationen in ug kg™ Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 3).

Tabelle B-1 und Tabelle B-2 fassen die gefundenen Antibiotika und deren gemittelte Gehalte
in den untersuchten Weidelgrasproben zusammen. Die Messergebnisse sind auf Frisch- und
Trockenmasse bezogen aufgefiihrt, unter Angabe der Standardabweichung und der Spannweite.
Die Kontrollansitze (Variante 1, 2, 15 und 16), welche ohne Giille bzw. mit undotierter Giille
kultiviert wurden, wurden ebenfalls untersucht und waren frei von Antibiotika. Sie dienten zum
Ansetzen der Matrixkalibrierung.

Gegeniiberstellung der Sulfamethazingehalte bezogen auf Frisch- und Trockenmasse am Bei-
spiel der Varianten mit Sandboden

Sulfamethazingehalte im Deutschen Weidelgras Sulfamethazingehalte im Deutschen Weidelgras
Ergebnisse auf Frischmasse bezogen Ergebnisse auf Trockenmasse bezogen
M Variante 12 - Sandboden - 20 mg kg -Dotierung ¥ Variante 13 - Sandboden - 50 mg kg -Dotierung W Variante 12 - Sandboden - 20 mg kg™-Dotierung & Variante 13 - Sandboden - 50 mg kg '-Dotierung

[ Variante 14 - Sandboden - 100 mg kg™'-Dotierung [ Variante 14 - Sandboden - 100 mg kg™'-Dotierung
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Abbildung 4-19: Gegeniiberstellung der gefundenen Sulfamethazingehalte in Bezug auf die
Frisch- und Trockenmasse.
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Abbildung 4-19 verdeutlicht, dass der Bezug der Ergebnisse auf die Trockenmasse entschei-
dend ist um eine Aussage dariiber treffen zu kdnnen, ob der Antibiotikagehalt mit jedem wei-
teren Schnitt abnimmt, ansteigt oder stagniert. Eine reine Beziehung auf Frischmasse erweckt
den Anschein, als wiirde die Antibiotikakonzentration zundchst abfallen und dann wieder an-
steigen. Durch das Einbeziehen der Trockenmasse ist eine Abnahme der Antibiotikakonzentra-

tion mit jedem Schnitt zu erkennen.

4.3.1.2 Untersuchung der Rindergiille nach durchgefiihrter Fermentation

Die Bestimmung des Antibiotikagehaltes in der Rindergiille wurde nach durchgefiihrter Fer-
mentation vorgenommen. Die Probenaufarbeitung ist in Kapitel 3.10.4.1 beschrieben. Auf-
grund des erwartungsgemall hohen Antibiotikagehaltes wurden alle Giillen zundchst in Drei-
fachbestimmung iiber eine vorherige Verdiinnung des Probenextraktes (1:100) analysiert. War
der Nachweis negativ, dies traf lediglich auf Giilleansitze mit Sulfamethoxazolzusatz zu, wurde
der Probenextrakt iiber Festphasenextraktion angereichert und erneut gemessen. Die ermittelten

Gehalte sind in Abbildung 4-20 auf Frischmasse bezogen angegeben.

Die Fermentation der Rindergiille erfolgte iiber einen Zeitraum von 35 Tagen unter anaeroben
Bedingungen (vgl. Kapitel 3.6.2.2) und fiihrte zu einer Konzentrationsabnahme aller vier do-
tierten Antibiotika (Tabelle B-3). Je nach Antibiotikum war diese Abnahme unterschiedlich.
Das Sulfonamid Sulfamethoxazol war nach der Fermentation nicht mehr in der Giille nachweis-
bar, wihrend Sulfamethazin je nach Fermentationsansatz (20, 50, 100 mg kg™!-Zusatz) eine Eli-
minationsrate von 25 % bis 29 % zeigte. Die Konzentration an (Epi)-Chlortetracyclin nahm um
62 % bis 78 % ab. Mit der Abnahme der (Epi)-Chlortetracyclinkonzentration im Fermentati-
onsansatz, kam es jedoch zu einer Bildung der Isoform (Tabelle B-4 und Abbildung 4-21). Die
Umwandlung von (Epi)-Chlortetracyclin in (Epi)-iso-Chlortetracyclin erfolgt unter basischen
Bedingungen (vgl. Kapitel 5.2.1). (Epi)-Doxycyclin unterlag einer Konzentrationsabnahme
von 17 % bis 23 %. Die Abnahme der Antibiotikakonzentration kann durch verschiedene Pro-
zesse hervorgerufen werden. Die Ursprungssubstanzen konnten beispielsweise einem Zer-
fall/Abbau (biotisch, abiotisch) unterliegen oder an Matrixbestandteile sorbieren. Ndhere Aus-
fithrungen hierzu sind Kapitel 5.2.1 zu entnehmen. Fiir (Epi)-Chlortetracyclin konnte dessen
Isoform als Transformationsprodukt identifiziert und quantifiziert werden, weshalb in diesem

Fall von einem irreversiblen Isomerisationsprodukt gesprochen werden kann.
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Antibiotikagehalte in der Rindergiille

(Epi)-Chlortetracyclin o (Epi)-Doxycycli ] hazin

Prozentualer Antibiotikaverlust
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Abbildung 4-20: Antibiotikagehalte in der Rindergiille nach durchgefiihrter Fermentation mit
Angabe der gemittelten Verluste in Prozent + der Standardabweichung (n = 3).

Entstehung von (Epi)-iso-Chlortetracyclin aus (Epi)-Chlortetracyclin
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Abbildung 4-21: Entstehung von (Epi)-iso-Chlortetracyclin aus (Epi)-Chlortetracyclin durch
den Fermentationsprozess. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der gefundenen Antibiotika in
mg kg Frischmasse + der Standardabweichung (n = 3).

4.3.1.3 Untersuchung der Bodenproben nach der Ernte der Pflanzen

Zur Untersuchung der Bodenproben wurde der Inhalt der Mitscherlichgefédf3e nach der Ernte
der Pflanzen in ein groBes Gefal entleert, hindisch sorgfiltig homogenisiert und eine Teilprobe
fiir die Analyse im Labor entnommen. Diese Vorgehensweise der Probenahme entspricht der
gingigen Praxis im Landesbetrieb Landwirtschaft Hessen fiir die dort durchgefiihrten Gefal3-
versuche. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte nach Kapitel 3.10.4.2 in Doppelbestimmung.
Die Gehalte sind auf Frisch- und Trockenmasse bezogen angegeben. Die Ergebnisse der Tro-

ckenmassebestimmung sind im Anhang aufgefiihrt.

Da Sulfamethoxazol wéhrend des Fermentationsprozesses der Giille abgebaut wird (vgl. Kapi-
tel 4.3.1.2) ist dieses Antibiotikum nicht mehr im Boden nachweisbar.
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Abbildung 4-22 zeigt die nachgewiesenen mittleren Antibiotikagehalte im Volkmarser Sand-
boden. Lediglich 38,7 pg kgrv™ bis 130,7 pg kgrv™! (Epi)-Chlortetracyclin waren je nach Ver-
suchsansatz nach der Ernte der Pflanzen im Boden vorhanden. Der (Epi)-Doxycyclingehalt im
Boden lag zwischen 105,5 pg kgrv™' und 534,3 pug kgrv ™! und war somit am hochsten. Von dem
Sulfonamid Sulfamethazin verblieben nach der Ernte noch 36,0 pg kgrv™ bis 215,6 pug kgmv!
im Versuchsboden.

Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen
Ansatze mit Volkmarser Sandboden

& (Epi)-Chlortetracyclin ® Sulfamethazin m (Epi)-Doxycyclin
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Abbildung 4-22: Darstellung der gefundenen Antibiotika in den ,, Volkmarser Sand “-Boden-
proben nach der Ernte der Pflanzen. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der gefundenen Antibio-
tika in ug kg! Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 2).">

Im L6Bboden waren nach der Ernte (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycylin und Sulfamethazin
nachweisbar. Die Gehalte lagen allerdings deutlich unter den Konzentrationen, welche im
Sandboden bestimmt wurden (Abbildung 4-23). Auch hier war der Gehalt an (Epi)-Doxycyclin
am hochsten.

Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen
Ansdtze mit Baunataler LoBboden

(Epi)-Chlortetracyclin B Sulfamethazin B (Epi)-Doxycyclin
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Abbildung 4-23: Darstellung der gefundenen Antibiotika in den ,, Baunataler Lof3 “~-Bodenpro-
ben nach der Ernte der Pflanzen. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der gefundenen Antibiotika
in ug kg’! Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 2).

Ix1 - xal

15 Bei n = 2 wurde die Standardabweichung nach folgender Formel berechnet: s = 5
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Eine Zusammenfassung der im Boden verbliebenen Antibiotikariickstinde mit Angabe der
Standardabweichung sind in Tabelle B-5 aufgefiihrt. Neben (Epi)-Chlortetracyclin war in den
Versuchsansétzen der Varianten 3 — 5 und 17 — 19 auch (Epi)-iso-Chlortetracyclin im Boden
nachweisbar. Die Bildung dieses Transformationsproduktes konnte im Zuge der Giillefermen-
tation beobachtet werden (vgl. Kapitel 4.3.1.2). Die Gehalte im Boden waren mit
10,4 png kgrm! bis 32,5 pg kgrm™! im Sandboden und 7,0 pg kgrv™! bis 18,8 pg kg™ im LoB-
boden sehr gering.

4.3.1.4 Bilanzierung des Weidelgrasaufwuchses

Aus den erhobenen Analysenergebnissen der Einzeluntersuchungen (Weidelgras, Rindergiille
und Boden) kann eine Bilanzierung vorgenommen werden. Uber diese soll der prozentuale
Ubergang (die Transferrate) der Antibiotika aus dem Boden in die Pflanzen bestimmt werden.
Durch die Korrelation der Analysenergebnisse konnen verschiedene Aussagen aus dem Auf-
wuchsversuch gezogen werden (Abbildung 4-24).

r'Priifung des \ *was steht der Pflanze
Antibiotikaabbaus theoretisch zur
wihrend der Aufnahme zur
Fermentation und Verfligung (unter
Lagerung Einbeziehung des
Antibiotika- Antibiotika-

gehalte in der gehaltes der

Giille nach Giille direkt vor

durchgefiihrter Aussaat der

\ Vor- Pflanzen)

behandlung

f Restgehalt an
Antibiotika im
Boden nach

der Ernte der
Pflanzen

* Anreicherung, +sind die gefundenen
Persistenz- und Gehalte bedenklich
fiir Mensch und Tier

kResistenzproblematik

b,

Abbildung 4-24: Untersuchungsumfang eines Aufwuchsprojektes und daraus gewonnene Er-
kenntnisse zur Beurteilung des Verhaltens von Antibiotika in der Umwelt.

Die Fermentation und Lagerung von Giille kann zu einem vollstdndigen oder teilweisen Ab-
bzw. Umbau der darin enthaltenen Antibiotika fithren (vgl. Kapitel 5.2.1 und darin genannte
Literatur). In der vorliegenden Arbeit konnte dies bestétigt werden. Bei der Berechnung des
Uberganges der Antibiotika aus giillegediingtem Boden in die Pflanze darf folglich nicht von

dem urspriinglich dotierten Antibiotikagehalt ausgegangen werden. Der tatséchlich analysierte
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Gehalt nach der Fermentation bzw. vor der Einarbeitung in den Boden ist zu bestimmen (Ka-
pitel 4.3.1.2).

Durch die Kenntnis des tatsdchlichen Antibiotikagehaltes in der Giille nach der Fermentation,
kann der theoretische Antibiotikagehalt im Boden ¢ vor Aussaat der Pflanzen bestimmt wer-
den (Gl. 4-1). Anmerkung: 0,5 kg Giille wurden in 7 kg Boden eingearbeitet.

G
cilmgkg™!] = G—; (GL. 4-1)

mit:

Gg Absoluter Antibiotikagehalt in der Giille nach der Fermentation [mg]
(auf 0,5 kg bezogen)

Ggg  Giille-Boden-Mischung [kg] (im vorliegenden Fall 7,5 kg)

Dieser Gehalt steht der Pflanze theoretisch zur Aufnahme zur Verfiigung und dient somit als
BezugsgroBe fiir die Berechnung des prozentualen Uberganges TRpq. [%] in die Pflanze (G
4-2).

cpa - 100

TRpp, [%)] = ———
pri. [%] £ 1000

(Gl 4-2)

mit:

cpr.  Antibiotikagehalt in der Pflanze [pug kgrv™']

CB Theoretischer Antibiotikagehalt im Boden nach Einarbeitung der Giille [mg kg™']
100  Umrechnungsfaktor in %

1000 Umrechnung von mg kg™! in pg kg™!

Uber Gleichung Gl. 4-2 kann neben dem prozentualen Ubergang in die Pflanze auch der pro-
zentuale Verbleib im Boden ermittelt werden. Hierzu muss der Antibiotikagehalt im Boden
nach der Ernte bestimmt (Kapitel 4.3.1.3) und auf den theoretischen Antibiotikagehalt im Bo-
den bezogen werden. Uber diese Daten konnen spiter Aussagen in Bezug auf die Persistenz
diskutiert werden. Die Ergebnisse der Bilanzierung des Weidelgrasaufwuchses sind in Abbil-
dung 4-25 und Tabelle 4-14 wiedergegeben. Tetracycline konnten in den oberirdischen Pflan-
zenteilen nicht nachgewiesen werden, wihrend Sulfonamide auch in die Pflanze {ibergehen
konnen. Die Schwankungen des (Epi)-Chlortetracyclins im Boden, konnten aus einer inhomo-
genen Verteilung des Wirkstoffes im Boden resultieren. In der Giille und im Boden war kein
N-Acetyl-Sulfamethazin nachweisbar, was fiir eine Bildung des Metaboliten in der Pflanze
sprechen konnte (vgl. Kapitel 5.4).
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Bilanzierung
am Beispiel des 100 mg kg '-Ansatzes mit Sulfamethazin

Antibiotikagehalt in der Rindergille

= Sulfamethazingehalt nach der Fermentation [mgkg™]

= Verlust durch die Fermentation [mg kg™"]

!

Einarbeitung von 500 g Giille in 7 kg Boden

35,4 mg SMZ / 500 g Giille
Theoretischer Antibiotikagehalt im Boden:
4,71 mg SMZ / kg Boden

Transferrate [%]: Boden = Pflanze

N-Acetyl-SMZ LoRBboden N-Acetyl-SMZ Sandboden @ SMZ LoRboden

m SMZ Sandbod

5.0

4.5

Ubergang [%]

4.0
35

3.0

25
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10 <BG .

®
0.5 <BG
. 2
0.0 ’
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Gras-Schnitt 1
Gras-Schnitt 2
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Gras-Schnitt 4

Gras-Schnitt 5

Abbildung 4-25: Bilanzierungsschema fiir Deutsches Weidelgras am Beispiel des 100 mg kg™'-
Versuchsansatzes mit Sulfamethazinzugabe tiber das Diingemittel.



Ergebnisse

98

*139[93 opuniSnz uopog Wi [19UY 9I1eqISIYENXd OPOYISAl USI[ONOIMIUS NOU JOP JIW JOP OpInm FunuydaIdg a1p I

70 0] 9°0 9°0 0°T €7 CCILY / ZINS 8T
70 L0 S0 0] L0 | a4 CE€LYT / ZINS LT
- - - - - 91 €°€L6 /| ZWS ma 9z
- - - - - 09 €EIIS X0a-(1dg) m, w
- - - - - v's £'€69C X0qa-(1dg) m I/
- - - - - 9 0°0011 X0da-(1dg) wwv ¢
- - - - - /S€ £°655T /010 | & 61
- - - - - 1Ts 0°0C8 / DLO-(1dq) 81
- - - - - I1'S £°66C / DLD-(1dd) L1
$0 90 L0 0T 9t 9'p €€ILY /| ZNS !
€0 0 §0 L0 0T Iy €ELYT / ZINS €l
S0 90 L0 'l 91 L€ €€L6 / ZINS w 1
- - - - - ) €EITS X0a-(1dg) m 8
- - - - - LT £€69C xoa-tda) | 2 L
) ) ) ) ) 9° 0°0011 X0a-(1d3) W 9
- - - - - /1’ £€5ST / 210-(1d9) w S
- - - - - /901 0°0Z8 /010-(1d7) 14
- - - - - 1 TET €°€6T /010-(1d7) €
[,-8% 1] =
NUYdS S nUYdS*y HUYdS ¢ BUYdSC BUyoS*[ %] uapog | 9pmno 19p Sumraqieury Yovu uspog wii 2 JJue
[94] SBIS[OPIOAA SEP Ul UIPOY WOA UIBLIJSUBL] -BYOIqNUY wl qIqIdA | UONE.UIZUOYBYNoIqIUY YIS[2I09Y |, ¥euy 3 -LIeA
")1UYog

-SDASJoPI2A) 1P Ul UDIDAADJSUDL] UDADP PUN UDZUD]J 2P dIUAT YODU UIPOG Wil DYOIGUUY UIUIIDAJOSUID d]INL) LdqQN 42D qI2]qid4 ‘FI-F 21129V




Ergebnisse 99

4.3.2 Untersuchung des Mohrenaufwuchses

Bei dem Weidelgrasaufwuchs konzentrierten sich die Untersuchungen auf das Antibiotikaauf-
nahmeverhalten in Pflanzen bei praxisiiblicher Antibiotikabelastung des Versuchsbodens. Das
Untersuchungsziel des Mohrenaufwuchses bestand hingegen darin, den Antibiotikaverbleib in
den unterschiedlichen Pflanzenkompartimenten zu untersuchen und die Unterschiede im Anti-
biotikaaufnahmeverhalten unter der Verwendung gelagerter und fermentierter Rindergiille her-

auszustellen.

4.3.2.1 Untersuchung der Méhren

Eine detaillierte Beschreibung der Versuchsdurchfithrung mit einer tabellarischen Auflistung
der Versuchsansitze ist in Kapitel 3.6.3 wiedergegeben. Die Probenaufarbeitung ist Kapitel

3.10.4.1 zu entnehmen.

Begonnen wurde mit der Untersuchung des Méhrengriins. Auch im Mdhrengriin konnten le-
diglich Sulfonamide nachgewiesen werden. Dies ist eine Parallele zu dem Weidelgrasauf-
wuchs. Sulfamethazin war sowohl in Varianten welche mit gelagerter Giille gediingt wurden,
als auch in Varianten mit fermentierter Giilleanwendung quantifizierbar. Die Ansétze mit fer-
mentierter Giille wiesen hohere Riickstandskonzentrationen an Sulfamethazin auf, welche im
Mittel 38,9 pg kgrm™! betrugen. In Versuchsansitzen mit gelagerter Giille belief sich die gefun-
dene gemittelte Konzentration auf 23,9 pg kgrv™'. Sulfamethoxazol konnte hingegen nur in An-
sdtzen mit gelagerter Giille oberhalb der Bestimmungsgrenze quantitativ bestimmt werden. Die
gefundene Konzentration lag mit 4,1 pg kgrv! deutlich unter der nachgewiesenen Sulfame-
thazinkonzentration. Hierfiir konnte das unterschiedliche Abbauverhalten der beiden Substan-
zen im Zuge der Giillevorbehandlung verantwortlich sein (vgl. Kapitel 4.3.2.2). Bereits beim
Weidelgrasaufwuchs konnte gezeigt werden, dass Sulfamethoxazol nach 35-tdgiger Fermenta-
tion nicht mehr in der Giille nachweisbar ist. Neben den vier dotierten Antibiotika wurde auch
bei den Mdhren auf das Vorhandensein moglicher Metabolite und Transformationsprodukte
untersucht. Hierzu zdhlten N-Acetyl-Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethoxazol und (Epi)-iso-
Chlortetracyclin. Neben Sulfamethazin konnte auch der Metabolit N-Acetyl-Sulfamethazin in
den Mohrengriinproben nachgewiesen werden. Abbildung 4-26 gibt einen Uberblick iiber die

gemittelten Antibiotika-Riickstandskonzentrationen im Mohrengriin.
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Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationenim

Mohrengriin
Gegeniiberstellung der Ansatze mit gelagerter und fermentierter Giille
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Abbildung 4-26: Darstellung der gefundenen Antibiotikakonzentration in dem Mohrengriin der
Ansdtze mit gelagerter und fermentierter Rindergiille + der Standardabweichung (n = 6).

In der Méohrenriibe konnte neben den beiden Sulfonamiden (Sulfamethazin und Sulfametho-
xazol) auch (Epi)-Doxycyclin aus der Wirkstoffgruppe der Tetracycline nachgewiesen werden.
In Ansitzen mit fermentierter Giille war der Gehalt an (Epi)-Doxycyclin mit 9,8 pg kgrm™! ho-
her als in Ansdtzen mit gelagerter Giille. Hier betrug die Konzentration lediglich
2,6 ng kgrv!. Sulfamethazin konnte sowohl in Variante 6, als auch in Variante 10 mit je ca.
10 pg kgrv! bestimmt werden. Sulfamethoxazol war auch in der Méhrenriibe nur in Ansétzen
mit gelagerter Giille nachweisbar. Die Konzentration betrug im Mittel 19,3 pg kgrm™!. Im Ver-
gleich zu den Antibiotikariickstinden im Mdhrengriin, waren die Gehalte an Sulfamethazin in
der Riibe deutlich geringer. Sulfamethoxazol wies hingegen in der M6hrenriibe einen héheren
Gehalt auf. Acetylierte Metabolite der Sulfonamide oder die Isoform des (Epi)-Chlortetracyc-
lins waren in der Mohrenriibe nicht nachweisbar. Abbildung 4-27 stellt die nachgewiesenen

Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationen in der Mdhrenriibe dar.

Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationenin der
Mohrenriibe
Gegeniiberstellung der Ansatze mit gelagerter und fermentierter Gille
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Abbildung 4-27: Darstellung der gefundenen Antibiotikakonzentration in den Mdohrenriiben
der Ansdtze mit gelagerter und fermentierter Rindergiille + der Standardabweichung (n = 6).
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Die Méhrenschalen enthielten alle vier Antibiotika. (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycyclin
und Sulfamethazin konnten sowohl in Ansdtzen mit fermentierter, als auch in Ansitzen mit
gelagerter Giille nachgewiesen werden. Sulfamethoxazol war mit einem Gehalt von
15,7 pg kgrm™! lediglich in Ansétzen mit gelagerter Giille quantifizierbar. Sowohl Méhren die
mit gelagerter Giille behandelt wurden, als auch Mohren, welche einer Diingung mit fermen-
tierter Giille unterzogen wurden, wiesen eine Sulfamethazinkonzentration in der Schale von ca.
30 ug kgrm! auf. Besonders auffillig war der hohe Gehalt an (Epi)-Doxycyclin in Ansitzen
mit fermentierter Giille. Fiir diesen Wirkstoff wurden 182,0 pg kgrm™' nachgewiesen. In Ansiit-
zen mit gelagerter Giille konnten im Mittel 37,0 pg kgrm™ (Epi)-Doxycyclin nachgewiesen
werden. Der analysierte Gehalt an (Epi)-Chlortretracyclin war hingegen deutlich geringer. Er
betrug in Ansétzen mit gelagerter Giille im Mittel 5,8 ug kgrv!, withrend in Ansétzen mit fer-
mentierter Giille noch etwas weniger nachgewiesen werden konnte. In Analogie zu der Moh-
renriibe sind auch in der Schale keine acetylierten Metaboliten der Sulfonamide nachweisbar.
Auch (Epi)-iso-Chlortetracyclin ist trotz des Eintrags {iber Giille (vgl. Kapitel 4.3.2.2) nicht in
Variante 7 bestimmbar. Abbildung 4-28 fasst die in der Mohrenschale gefundenen Antibiotika
zusammen.
Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationenin der
Gegeniiberstellung der Anm—n::li]::reter und fermentierter Giille
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Abbildung 4-28: Darstellung der gefundenen Antibiotikakonzentration in den Mohrenschalen
der Ansdtze mit gelagerter und fermentierter Rindergiille + der Standardabweichung (n = 6).

Da die Mohrenwurzeln mengenmiflig den geringsten Anteil an der Mohre ausmachen, stand
fiir die Analyse nur wenig Probenmaterial zur Verfiigung. Aufgrund dessen wurden die Moh-
renwurzeln dreier Wiederholungen (a, c, d) vereinigt und vierfach aufgearbeitet. Fiir die Be-
stimmung der Trockenmasse wurde eine Mischprobe aus verschiedenen Varianten gebildet, die
Trockenmasse dreifach daraus ermittelt und der arithmetische Mittelwert fiir die Umrechnung
aller Varianten herangezogen. Im Vergleich zu allen anderen untersuchten Mdhrenkomparti-
menten konnten in den Mohrenwurzeln die hochsten Antibiotikariickstinde bestimmt werden.
Auch hier waren die Gehalte an (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycyclin und Sulfamethazin
in Varianten, welche mit fermentierter Giille gediingt wurden am hochsten. Die quantifizierten

mittleren Konzentrationen betrugen fiir (Epi)-Doxycyclin 772,3 pg kgrv™!, fiir Sulfamethazin
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543,9 nug kgrv ! und fiir (Epi)-Chlortetracyclin 278,5 pg kgrv™'. Sulfamethoxazol war aufgrund
der Eliminierung wahrend der Fermentation nicht mehr in Ansédtzen mit fermentierter Giille
nachweisbar. In Ansitzen mit gelagerter Giille konnten 181,0 ug kgrm™ Sulfamethoxazol in
den Wurzeln bestimmt werden. Alle in den Mohrenwurzeln nachgewiesenen Antibiotika und
deren gemittelte Gehalte sind in Abbildung 4-29 dargestellt. Neben den urspriinglich dotierten
Antibiotika waren auch der Metabolit N-Acetyl-Sulfamethazin und das Transformationspro-
dukt (Epi)-iso-Chlortetracyclin in den Wurzeln nachweisbar. Die Gehalte an N-Acetyl-Sulfa-
methazin lagen deutlich unter denen der Ursprungssubstanz des gleichen Ansatzes. Der Gehalt
an (Epi)-iso-Chlortetracyclin betrug im Ansatz mit fermentierter Giille 150,0 ug kgrv™!. Bei
dem Ansatz mit gelagerter Giille lag die Konzentration an (Epi)-iso-Chlortetracyclin bei
19,1 pg kgrm' (Abbildung 4-30). In Tabelle B-6 und Tabelle B-7 sind die nachgewiesenen
Antibiotikagehalte aufgefiihrt.
Nachgewiesene Antibiotika und deren gemittelte Konzentrationenin den
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Abbildung 4-29: Darstellung der gefundenen Antibiotikakonzentration in den Mohrenwurzeln
der Ansdtze mit gelagerter und fermentierter Rindergiille + der Standardabweichung (n = 4).

Nachgewiesene Metabolite / Transformationsprodukte und deren
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Abbildung 4-30: Darstellung der Konzentration der gefundenen Metabolite und Transformati-
onsprodukte in den Mohrenwurzeln der Ansdtze mit gelagerter und fermentierter Rindergiille
+ der Standardabweichung (n = 4).
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4.3.2.2 Untersuchung der Rindergiille im Verlauf der Fermentation und Lagerung

Gemil den Erkenntnissen aus Literaturdaten kann es wéhrend der Giillefermentation zu einer
Konzentrationsabnahme der darin enthaltenen Antibiotika kommen (vgl. hierzu Kapitel 1.5.3
und dort aufgefiihrte Literatur). Die Giilleuntersuchungen aus dem Aufwuchsjahr 2014 besté-
tigten dieses Verhalten fiir alle vier Zielanalyten (Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethazin
und Sulfamethoxazol). Mdogliche Ursachen fiir die Konzentrationsabnahme kdnnen Abbau,
Transformations- und Sorptionsprozesse an feststoffreiche Matrixbestandteile (nicht-extrahier-
bare Riickstinde) im Laufe der Fermentation sein. Eine ausfiihrliche Diskussion erfolgt in Ka-
pitel 5.2. In dem Fermentationsansatz mit Chlortetracyclinzugabe konnte im Jahr 2014 bereits

das Transformationsprodukt (Epi)-iso-Chlortetracyclin identifiziert und quantifiziert werden.

Bei dem Aufwuchsprojekt 2015 wurde eine Giilleprobenahme iiber den kompletten Fermenta-
tionsverlauf und Lagerzeitraum vorgenommen. Anhand dieser Daten konnte die Konzentrati-
onsabnahme der vier zugesetzten Antibiotika Chlortetracyclin, Doxycyclin, Sulfamethazin und
Sulfamethoxazol liber einen zeitlichen Verlauf graphisch aufgezeigt werden. Auch die zeitliche
Bildung bekannter Metabolite und Transformationsprodukte (N-Acetyl-Sulfamethazin, N-Ace-
tyl-Sulfamethoxazol, (Epi)-iso-Chlortetracyclin) konnte verfolgt werden.

Abbildung 4-31 zeigt das Eliminierungsverhalten der einzelnen Wirkstoffe in Giilleproben im
Verlauf des 40-tdgigen Fermentationsprozesses. Die ermittelten Gehalte mit Angabe der Stan-
dardabweichung und dem prozentualen Verlust sind in Tabelle B-8 und Tabelle B-9 zusam-
mengefasst. Gemal den Datenerhebungen wiesen alle zugesetzten Antibiotika eine Konzentra-
tionsabnahme iiber den betrachteten Fermentationszeitraum auf. Diese Abnahme war wirk-
stoffspezifisch. Zudem konnten Unterschiede innerhalb einer Wirkstoffgruppe beobachtet wer-
den. Die graphische Auftragung zeigte fiir (Epi)-Chlortetracyclin eine kontinuierliche Ab-
nahme der Konzentration im Verlauf der 40-tdgigen Fermentation. Die Kurve fiel bis zu dem
15. Fermentationstag stark ab und zeigte dann einen flacheren Verlauf. Mit der Abnahme an
(Epi)-Chlortetracyclin kam es im Zuge der Fermentation zur Bildung des Transformationspro-
duktes (Epi)-iso-Chlortetracyclin. Die Bildung des Transformationsproduktes nahm bis zu dem
18. Fermentationstag zu und stagnierte im Anschluss daran um einen Wert von 57 mg kgrv™.
Die Konzentration an (Epi)-Doxycyclin unterlag iiber den betrachteten Fermentationsprozess
starken Schwankungen. In der ersten Fermentationshdlfte nahm der Doxycyclingehalt bis zu
dem 15. Fermentationstag auf ca. 45 mg kgev™! ab. Danach konnte ein erneuter Anstieg bis zu
einem Maximum an Tag 27 mit einem (Epi)-Doxycyclingehalt von ca. 75 mg kgrm™! verzeich-
net werden. Uber die zweite Fermentationshilfte war nochmals ein Konzentrationsabfall zu
beobachten. Die Konzentration an Sulfamethazin nahm innerhalb der ersten 8 Fermentations-
tage stark ab. Die Kurve verlief danach flacher um einen Wert von 43 mg kgrm™'. Sulfametho-
xazol zeigte die hochste Konzentrationsabnahme im Laufe der Fermentation. Lediglich in Pro-
ben, welche am Tag Null und am ersten Fermentationstag gezogen wurden, konnte Sulfame-

thoxazol quantitativ nachgewiesen werden.
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Abnahme von (Epi)-CTC, (Epi)-DOX und Bildung von (Epi)-iso-CTC wahrend des
Fermentationsprozesses
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Abbildung 4-31: Eliminierungsverhalten der einzelnen Wirkstoffe in Giille im Laufe des Fer-
mentationsprozesses tiber einen Zeitraum von 40 Tagen (n = 3).

Abbildung 4-32 zeigt das Eliminierungsverhalten der einzelnen Wirkstoffe in Giilleproben
wiéhrend der 8-tdgigen Lagerung bei 20 °C unter aeroben Bedingungen. Auch bei der Giillela-
gerung nahmen die Gehalte aller Antibiotika ab. Die Abnahme war jedoch nicht so stark aus-
gepriagt wie bei dem Fermentationsprozess. Die beiden Tetracycline wurden im Vergleich zu
dem Fermenteransatz deutlich langsamer eliminiert. Nach 8 Tagen waren von den zugesetzten
100 mg kgrm ™! noch > 85 mg kgem! in der Giille nachweisbar. Auch die Bildung von (Epi)-iso-
Chlortetracyclin erfolgte langsamer. Erst in Proben des achten Lagertages war das Transforma-
tionsprodukt quantitativ mit einem mittleren Gehalt von 2,6 mg kgev™!' bestimmbar. Auch im
Zuge der Giillelagerung fand eine rasche Eliminierung des Sulfamethoxazols statt. Da die La-
gerung unter anderen Bedingungen erfolgte als die Fermentation, konnten am Ende der Lage-
rung noch Riickstdnde an Sulfamethoxazol quantifiziert werden. Am achten Tag betrug die
Sulfamethoxazolkonzentration im Mittel 7,7 mg kgrv™'. Sulfamethazin unterlag einer Ab-
nahme von ca. 16 %. Die ermittelten Gehalte mit Angabe der Standardabweichung und dem

prozentualen Verlust sind in Tabelle B-10 zusammengefasst. Die Sulfamethazinkonzentration
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wies groflere Schwankungen tliber die gesamte Lagerungsdauer auf, mit der Tendenz einer Eli-
minierung. Auch die Probenahme kann ausschlaggebend fiir Konzentrationsschwankungen
sein. Durch die Inhomogenitét der Giille kann nicht vermieden werden, dass verdnderliche An-
teile an Fest- und Fliissigbestandteilen aus den Reaktoren entnommen werden. Eine reprédsen-

tative Probenahme wird bei dieser Matrix erschwert (vgl. Kapitel 5.2.1).

Abnahme von (Epi)-CTC, (Epi)-DOX und Bildung von (Epi)-iso-CTC wahrend der
Giillelagerung
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Abbildung 4-32: Eliminierungsverhalten der einzelnen Wirkstoffe in Giille im Laufe der Giil-
lelagerung tiber einen Zeitraum von 8 Tagen (n = 3).

Direkt nach der Lagerung bzw. Fermentation der Rindergiille, erfolgte deren Einarbeitung in
den Versuchsboden. Das Eliminierungsverhalten zeigte, dass die Bestimmung des Antibiotika-
gehaltes nach der entsprechenden Giillevorbehandlung notwendig ist, um anhand dieser Mess-

grofle den theoretisch in den Boden eingetragenen Antibiotikagehalt abschétzen zu kénnen.
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4.3.2.3 Einfluss der Giillevorbehandlung auf die Zusammensetzung der Giille

Um Unterschiede in der Giillezusammensetzung aufgrund der unterschiedlichen Vorbehand-
lungsvarianten darzulegen, wurde am LHL Standort Eichhof in Bad Hersfeld eine Néihrstoffa-
nalyse der Giille durchgefiihrt. Die groBten Unterschiede in der Zusammensetzung von gela-
gerter und fermentierter Giille ergaben sich in dem Gehalt der Trockenmasse, dem Anteil an
Ammoniumstickstoff und dem pH-Wert (Tabelle 4-15). So wies die gelagerte Giille einen Tro-
ckenmassegehalt von 9,5 % auf, wihrend fermentierte Giille 7,1 % Trockenmasse enthielt. Der
Verlust an Feststoffen in der fermentierten Giille ergibt sich durch einen Abbau von Schleim-
stoffen und natiirlicher Trockensubstanz im Zuge des Fermentationsprozesses, was zu einer
Reduzierung der Viskositdt und damit verbunden zu einem besseren Eintrag der Néhrstoffe aus
der Giille in den Boden fiihrt (miindliche Aussage der Mitarbeiter des LHL-Standortes Eich-
hof). Der Anteil an pflanzenverfligharem Ammoniumstickstoff war in der fermentierten Rin-
dergiille etwas hoher (0,18 % — 0,21 %) als in der gelagerten Rindergiille (0,15 %). Dies resul-
tiert aus der Umwandlung von Ammonium zu gasformigem Ammoniak (bis 40 % des Gesamt-
stickstoffs) in beliifteter Giille wodurch auch tendenziell ein hoherer pH-Wert von 8 bis 9 zu
erwarten ist (Galler, 2009).

Tabelle 4-15: Ergebnisse der Ndhrstoffanalyse des LHL Eichhofs fiir die Rindergiille.

Parameter Ergebnisse in Rindergiille Einheiten Priifmethoden
fermentiert | fermentiert gelagert
2014 2015 2015
Trockenmasse 7,05 7,10 9,48 % DIN EN 12880 (EH)
org. Trockenmasse 5,37 5,43 7,41 % DIN EN 12880 (EH)
pH-Wert 7,8 7,9 8,2
Ammonium-N 0,21 0,18 0,15 %
Gesamtstickstoff (N) 0,35 0,32 0,35 % DIN EN 13342
Phosphor (P20s) 1,05 1,00 1,84 kg/t OS DIN EN ISO 11885
Kalium (K,0) 6,62 3,78 4,25 kg/t OS DIN EN ISO 11885
Schwefel (S) 0,55 0,32 0,43 kg/t OS DIN EN ISO 11885
Calcium (CaO) n. b. 2,75 3,20 kg/t OS DIN EN ISO 11885
Magnesium (MgO) n. b. 0,71 1,10 kg/t OS DIN EN ISO 11885
Natrium (Na) n. b. 0,52 0,40 % DIN EN ISO 11885

OS: Originalsubstanz; n. b.: nicht bestimmt

4.3.2.4 Untersuchung der Bodenproben nach der Ernte der Mohren

Die Versuchsbdden der einzelnen Varianten wurden nach der Ernte der Mohren auf Antibioti-
kartickstdnde untersucht. Die Aufarbeitung der Bodenproben erfolgte geméf der in Kapitel
3.10.4.2 angegebenen Versuchsvorschrift. Die Probenahme erfolgte in Analogie zu dem Wei-
delgrasprojekt (vgl. Kapitel 4.3.1.3). Bodenproben dreier Wiederholungen (drei Mitscherlich-
gefialle) wurden von jeder Variante zur Analyse herangezogen und je in Doppelbestimmung
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aufgearbeitet und gemessen. Aus den daraus erhaltenen sechs Messwerten wurde der arithme-
tische Mittelwert gebildet. Die Gehalte sind auf Frisch- und Trockenmasse bezogen angegeben.

Die Ergebnisse der Trockenmassebestimmung sind im Anhang aufgefiihrt.

Sulfamethoxazol war lediglich in Bodenproben welche mit gelagerter Giille beaufschlagt wur-
den nachweisbar (Abbildung 4-33). Die gemittelte Riickstandskonzentration war mit
4,5 ug kgrm'! am geringsten. (Epi)-Doxycyclin wies mit 160,7 pg kgrm™! die hochste Konzent-
ration im Boden auf. Die Konzentrationen an (Epi)-Chlortetracyclin (77,1 pg kgrm™) und Sul-
famethazin (78,4 pug kgrv') lagen nah beieinander. Generell waren die Gehalte an (Epi)-Chlor-
tetracyclin, (Epi)-Doxycyclin und Sulfamethazin in Ansitzen mit gelagerter Giille niedriger als
in vergleichbaren Ansétzen unter Verwendung fermentierter Giille. Dies untermauert auch das
Auffinden niedrigerer Antibiotikagehalte in Mohrenpflanzen, welche mit gelagerter Giille ge-
diingt wurden. Nédhere Ausfiihrungen hierzu folgen in Kapitel 5.4.2.

Antibiotikagehalte in Bodenproben des Mohrenaufwuchses mit
gelagerter Giille
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Abbildung 4-33: Antibiotikagehalte in Bodenproben des Mohrenaufwuchses nach der Ernte +
der Standardabweichung. Dargestellt sind Béden, welche mit gelagerter Giille beaufschlagt
wurden (n = 6).

Ahnlich wie bei den Bodenproben des Weidelgrasaufwuchses, waren auch im Jahr 2015 in den
Bodenproben mit Fermentergiille-Diingung (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycyclin und Sul-
famethazin nachweisbar (Abbildung 4-34). Sulfamethoxazol konnte nicht quantifiziert wer-
den, da dieser Wirkstoff nach der Fermentation nicht mehr in der Giille bestimmbar war (Ab-
bildung 4-31). Die Riickstandskonzentration von (Epi)-Doxycyclin im Boden war mit
387,7 ug kgrm™! am hochsten, gefolgt von Sulfamethazin mit einem Riickstandsgehalt von
112,0 ug kgrm™! und (Epi)-Chlortetracyclin mit 96,4 ug kgrv™!. In den Bodenproben konnten
keine Metabolite der Sulfonamide nachgewiesen werden. Das Transformationsprodukt (Epi)-
iso-Chlortetracyclin war jedoch in Varianten mit (Epi)-Chlortetracyclin-Dotierung der Giille
(Variante 3 + 7) nachweisbar. Tabelle B-11 fasst die nachgewiesenen Antibiotikagehalte im
Boden nach der Ernte der Mohren unter Angabe des arithmetischen Mittelwertes und der Stan-

dardabweichung zusammen.
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Antibiotikagehalte in Bodenproben des Méhrenaufwuchses mit
fermentierter Giille
Mittelwerte aus drei GefaRen (Wiederholungen)
387,7 £30,0

400
350
300
250
200 96,4
150
100 ]

50 <BG
o — Variante 9 - Sulfamethoxazol - fermentierte Giille

Abbildung 4-34: Antibiotikagehalte in Bodenproben des Mdéhrenaufwuchses nach der Ernte +
der Standardabweichung. Dargestellt sind Boden, welche mit fermentierter Giille beaufschlagt
wurden (n = 6).

Variante 8 - (Epi)-Doxycyclin - fermentierte Giille

Konzentration [ug kgry]

Variante 10 - Sulfamethazin - fermentierte Giille
Variante 7 - (Epi)-Chlortetracyclin - fermentierte Giille

4.3.2.5 Bilanzierung des Mohrenaufwuchses

Aus den erhobenen Analysenergebnissen der Einzeluntersuchungen (Mohrenriibe, Mohren-
schale, Mohrengriin, Mohrenwurzeln, Rindergiille und Boden) wurde auch fiir den Méhrenauf-
wuchs eine Bilanzierung vorgenommen. Diese diente der Bestimmung des prozentualen Uber-
ganges (der Transferrate) der Antibiotika aus dem Boden in die verschiedenen Pflanzenkom-
partimente. Die Fermentation und Lagerung von Giille fiihrte zu einer Konzentrationsabnahme
der darin enthaltenen Antibiotika. Bei der Berechnung des Uberganges der Antibiotika aus giil-
legediingtem Boden in die Pflanze darf folglich nicht von dem urspriinglich dotierten Gehalt
ausgegangen werden. Der tatséchlich analysierte Gehalt nach der Fermentation bzw. Lagerung
wurde vor der Einarbeitung in den Boden bestimmt (Kapitel 4.3.2.2). Die daraus abgeleiteten
KenngrdBen cf (theoretischer Antibiotikagehalt im Boden vor der Aussaat der Pflanzen) und
TRpq. [%] (prozentualer Ubergang in die Pflanze) wurden in Anlehnung an die Berechnungen
fiir den Weidelgrasaufwuchs nach Gl. 4-1 und GI. 4-2 vorgenommen. Anmerkung: 0,5 kg Giille
wurden in 6,5 kg Boden eingearbeitet. Neben dem prozentualen Ubergang in die Pflanze wurde

auch der prozentuale Verbleib im Boden iiber Gl. 4-2 berechnet.

Die Ergebnisse der Bilanzierung des Mdohrenaufwuchses sind fiir Varianten mit gelagerter
Giille in Abbildung 4-35 und Tabelle 4-16 dargestellt. Fiir Varianten mit fermentierter Giille
sind die Ergebnisse in Abbildung 4-36 und Tabelle 4-17 zusammengefasst. Die prozentuale
Transferrate ,,Boden = Pflanze* als auch der prozentuale Verbleib im Boden waren bei der
Anwendung dotierter Fermentergiille fiir die beiden Tetracycline und Sulfamethazin deutlich
hoher als bei Proben der Varianten mit gelagerter Giille. Eine Beaufschlagung des Mohrenauf-
wuchses mit antibiotikabelasteter fermentierter Rindergiille in der worst-case Konzentration
von 100 mg kg™! fiihrte nach viermonatiger Wachstumsphase zu einem Verbleib von je ca. 9 %
(Epi)-Chlortetracyclin und (Epi)-Doxycyclin, sowie 4 % Sulfamethazin im Boden. Auch ge-
ringe Mengen des wéhrend der Fermentation bzw. Lagerung der Giille gebildeten Transforma-
tionsproduktes (Epi)-iso-Chlortetracyclin blieben im Boden zuriick. Die hochsten Transferraten

von dem Boden in die einzelnen Pflanzenkompartimente wurden fiir MShrenwurzeln bestimmt.
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4.4 Lysimeterstudien im Labormafistab

Durch das Ausbringen von Wirtschaftsdiingern gelangen darin enthaltene Antibiotika oder de-
ren Metabolite und Transformationsprodukte in die Umwelt. Uber Lysimeterstudien im Labor-
malBstab sollte gekldrt werden, wie sich Antibiotika im Boden verhalten. Eine Auswaschung
der Substanzen bis in das Grundwasser (leaching), als auch ein Verbleib im Boden (Persistenz-
problematik) ist denkbar. Hierzu wurden verschiedene Versuchsansitze mit Sand- und LoBbo-
den, sowie unterschiedlichen Antibiotikakonzentrationen in der Giille gewéhlt. Die Lysimeter-
studie umfasste die Untersuchung der Bodeneluate als auch die Untersuchung der Bodenschich-

ten im Abstand von 5 cm.

4.4.1 Untersuchung der Bodeneluate

Mogliche resultierende Grundwasserbelastungen, infolge von Giilleausbringung auf landwirt-
schaftlich genutzte Fldachen, sollten im Hinblick auf Tetracycline und Sulfonamide anhand der
Untersuchungsergebnisse der Bodeneluate abgeschétzt werden. Eine genaue Beschreibung des
Versuchsaufbaus, sowie der Durchfiihrung mit einer Auflistung der Varianten ist Kapitel 3.7
zu entnehmen. Die Probenvorbereitung erfolgte gemilBl der Versuchsvorschrift unter Kapitel

3.11.2. Die Messung der Proben erfolgte iiber einen Zeitraum von zwei Jahren.

Bodeneluate der ,,worst-case* Versuchsanséitze wurden zuerst untersucht. Die Lysimeterbdden
dieser Versuchsansitze wurden mit Giille beaufschlagt, die vor der Fermentation mit 100 mg
Antibiotikum je kg dotiert wurde. Lediglich in Bodeneluaten von Versuchsansitzen, deren Bo-
den mit sulfamethazinhaltiger Giille gediingt wurden, konnten Positivbefunde ermittelt werden.
Aufgrund dessen wurden die niedrigeren Dotierungen von 20 mg kg™ und 50 mg kg™ nur fiir

Varianten mit Sulfamethazinzusatz untersucht.

Nach erfolgter Giilleaufgabe war die Substanz zeitnah (innerhalb des ersten Monats) im Bo-
deneluat nachweisbar. Je nach Bodentyp war das Durchbruchsverhalten unterschiedlich. In Bo-
deneluaten von Lysimetern mit Volkmarser Sand waren die analysierten Gehalte zudem hoher

als in Bodeneluaten von Lysimetern mit Baunataler LoB.

Bei Versuchsansdtzen mit Volkmarser Sandboden waren ab Monat eins Nachweise oberhalb
der Bestimmungsgrenze von 1 ng L' mdglich. Bereits bei Monat vier zeigte die Durchbruchs-
kurve fiir den 20 mg kg' und 100 mg kg™! Versuchsansatz ein Maximum iiber den zweijihrigen
Untersuchungszeitraum. Bei dem ,,worst-case“-Ansatz mit 100 mg kg'! konnte am Maximum
ein Gehalt von ca. 1.000 ng L' bestimmt werden. Der 50 mg kg! Versuchsansatz zeigte ein
Durchbruchsmaximum bei Monat fiinf. Danach fiel die Sultamethazinkonzentration in den Bo-
deneluaten kontinuierlich ab. Die Gehalte lagen dennoch auch nach zwei Jahren noch deutlich

oberhalb der Bestimmungsgrenze von 1 ng L' (Abbildung 4-37).
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Sulfamethazingehalte in Bodeneluaten
M 100 mg kg™ '-Ansatz (Variante 51) W 50 mg kg™'-Ansatz (Variante 49) 20 mg kg™'-Ansatz (Variante 47)
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Abbildung 4-37: Sulfamethazingehalte in Bodeneluaten der Varianten 47, 49 und 51 mit Volk-
marser Sandboden tiber einen Beobachtungszeitraum von zwei Jahren (n = 1).

Bei Versuchsansitzen mit Baunataler LoBboden waren ebenfalls ab dem ersten Monat Sulfa-
methazinnachweise oberhalb der Bestimmungsgrenze von 1 ng L™! moglich. Bereits bei Monat
fiinf zeigte die Durchbruchskurve fiir den 20 mg kg!' und 100 mg kg™! Versuchsansatz ein Ma-
ximum {iber den zweijihrigen Untersuchungszeitraum. Der 50 mg kg!' Versuchsansatz zeigte
ein Durchbruchsmaximum bei Monat sechs. Danach fiel die Sulfamethazinkonzentration in den
Bodeneluaten kontinuierlich ab, unterschritt {iber den Beobachtungszeitraum jedoch nie die Be-
stimmungsgrenze. Im Vergleich zu Ansétzen mit Sandboden, waren die nachgewiesenen Kon-
zentrationen iiber die Untersuchungsperiode von zwei Jahren deutlich geringer. So war bei-
spielsweise die Konzentration des ,,worst-case“-Ansatzes am Maximum mit ca. 160 ng L™! um
den Faktor 6 — 7 geringer (Abbildung 4-38).

Sulfamethazingehalte in Bodeneluaten
W 100 mg kg™'-Ansatz (Variante 25) W 50 mg kg™'-Ansatz (Variante 23) 20 mg kg™'-Ansatz (Variante 21)
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Abbildung 4-38: Sulfamethazingehalte in Bodeneluaten der Varianten 21, 23 und 25 mit Bau-
nataler Lof3boden iiber einen Beobachtungszeitraum von zwei Jahren (n = 1).
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In Tabelle 4-18 sind die ermittelten Konzentrationen iiber einen Untersuchungszeitraum von
zwei Jahren aufgefiihrt. Die Maxima der Durchbruchskurven sind farblich hinterlegt.

Tabelle 4-18: Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse fiir Bodeneluate der Versuchs-
ansdtze mit Sulfamethazinaufgabe iiber Rindergiille.
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4.4.2 Untersuchung der Bodenschichten

Die Untersuchung der Lysimeterbdden sollte zeigen, ob insbesondere die Tetracycline, welche
nicht in den Bodeneluaten nachweisbar waren, im Boden aufzufinden sind. Die schichtweise
Untersuchung sollte ferner kldren, ob die Substanzen im Oberboden persistieren oder bereits in
tiefere Bodenschichten verlagert wurden und demnach auch eine mogliche Belastung des
Grundwassers darstellen konnten. Die Durchfithrung zum Erhalt der Bodenschichten ist in Ka-
pitel 3.7.1.3 und 3.7.1.4 detailliert beschrieben. Fiir die Untersuchung wurden Rohre der
100 mg kg'-Ansitze herangezogen (Volkmarser Sand: Siule 33, 39, 45 und 51; Baunataler
L&8: Saule 7, 13, 19 und 25). Pro Rohr ergaben sich neun Schnittproben. Eine Ubersicht der
Proben ist in Tabelle 3-14 aufgefiihrt. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte nach der in Kapitel
3.10.4.2 aufgefiihrten Versuchsvorschrift in Dreifachbestimmung. Hierzu wurde die homoge-
nisierte Bodenfrischmasse herangezogen. Die Ergebnisse wurden im Anschluss auf die Tro-
ckenmasse umgerechnet. Deren Bestimmung erfolgte geméf den Ausfithrungen in Kapitel 3.5.
In Abbildung 4-39 ist die Antibiotikaverlagerung in Lysimetern mit Sandbodenfiillung darge-
stellt, in Abbildung 4-40 die Verlagerung der Antibiotika in Lysimetern mit Lobodenfiillung.

Antibiotikaverlagerungin Lysimetern mit Sandbodenfiillung
m Sulfamethoxazol (Séule 45) (Epi)-iso-Chlortetracyclin (Sdule 33) m Sulfamethazin (Saule 51)

(Epi)-Chlortetracyclin (Saule 33) M (Epi)-Doxycyclin (Saule 39)

N
wv
Nl

N
o
A"\

Mittlere Antibiotikakonzentration [pg kg ']

Bodentiefe [cm]

Abbildung 4-39: Antibiotikaverlagerung in Lysimetern mit Volkmarser Sandboden. Untersucht
wurden neun Bodenschichten in einem Abstand von 5 cm. Aufgefiihrt sind die gemittelten Kon-
zentrationen in ug kg' Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 3).
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Antibiotikaverlagerung in Lysimetern mit LoBbodenfiillung
M Sulfamethoxazol (Saule 19) (Epi)-iso-Chlortetracyclin (Saule 7) M Sulfamethazin (Saule 25)

(Epi)-Chlortetracyclin (Saule 7) M (Epi)-Doxycyclin (Sdule 13)

=
o
S|

Mittlere Antibiotikakonzentration [pg kg, ']

Bodentiefe [cm]

Abbildung 4-40: Antibiotikaverlagerung in Lysimetern mit Baunataler Lof3boden. Untersucht
wurden neun Bodenschichten in einem Abstand von 5 cm. Aufgefiihrt sind die gemittelten Kon-
zentrationen in ug kg™’ Trockenmasse + der Standardabweichung (n = 3).

Sulfamethoxazol war weder in den Bodeneluaten noch in den beiden Versuchsbdoden der Lysi-
meter nachweisbar. Fiir die Lysimeterversuche wurden die gleichen Giillen verwendet, wie fiir
den Weidelgrasaufwuchs. Wie Tabelle B-3 zu entnehmen, war nach der 35-tdgigen Fermenta-
tion kein Sulfamethoxazol mehr in der Giille oberhalb der Bestimmungsgrenze von 2 ug kg’
nachweisbar. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass dieser Wirkstoff nicht in den Bodeneluaten
und den Bdden aus den Lysimeterrohren nachweisbar war. Eine Diskussion folgt in Kapitel
5.3 und 5.5.

Sulfamethazin zeigte im Verlauf der Fermentation ein anderes Eliminierungsverhalten. Der
Wirkstoff unterlag einer Eliminierung von ca. 30 %. Ein Eintrag dieses Wirkstoffes iiber die
fermentierte Rindergiille fand somit statt. Sulfamethazin wurde in allen neun Bodenschichten
sowohl im Sand- als auch im L6Bboden nachgewiesen. Dies wird auch durch das Auffinden der
Substanz in den Bodeneluaten untermauert, was ein vollstindiges Durchdringen der Boden mit
Antibiotika voraussetzt. Lediglich die Verteilung in den Bodenschichten war verschieden und
bodenspezifisch. Bis zu einer Tiefe von 15 cm lagen die Gehalte im Sandboden oberhalb der
Bestimmungsgrenze von 1 pg kg™!. Die hochste Sulfamethazinkonzentration war in der obers-

ten Bodenschicht (Bodentiefe 0 bis 5 cm) mit 5,9 ug kgrm™! nachweisbar. Im LoBboden war nur
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bis zu einer Tiefe von 5 cm ein Nachweis oberhalb der Bestimmungsgrenze gegeben. Der Ge-
halt betrug hier 4,8 pug kgrv™'. In den darunterliegenden Schichten konnte Sulfamethazin den-

noch identifiziert werden.

Die beiden Tetracycline (Epi)-Chlortetracyclin und (Epi)-Doxycyclin waren nicht in den Bo-
deneluaten nachweisbar. Die Untersuchung der Bodenschichten zeigte, dass sich diese Substan-
zen im Oberboden aufhalten. Beide Substanzen waren sowohl beim Sand-, als auch beim LoB3-
boden lediglich bis in 5 cm Tiefe vorgedrungen. In tiefere Bodenschichten konnte diese Wirk-
stoffgruppe nicht ausgewaschen werden. Man kann von einer starken Sorption im Oberboden
ausgehen. Dennoch muss diese Gruppe kritisch in Bezug auf ihre Umweltrelevanz betrachtet
werden. Eine néhere Ausfithrung hierzu folgt in Kapitel 5.5. Der Gehalt an (Epi)-Doxycyclin
im Oberboden war mit 21,6 ug kgrvm™ im Sandboden und 15,8 pg kgrm! im LoBboden am

1

hochsten, gefolgt von (Epi)-Chlortetracyclin mit 12,2 ug kgrm™ im Sandboden und

8,7 ng kgrm! im LéBboden.

Neben (Epi)-Chlortetracyclin war auch dessen Transformationsprodukt (Epi)-iso-Chlortetra-
cyclin im Oberboden bis 5 cm Tiefe nachweisbar. Der Eintrag dieser Substanz in den Boden
erfolgte liber die fermentierte Rindergiille. Im Verlauf der Fermentation kam es zu einem Ab-
bau an (Epi)-Chlortetracyclin, welcher mit einer Bildung von (Epi)-iso-Chlortetracyclin korre-
lierte (vgl. hierzu Tabelle B-4).

In Tabelle B-12 ist eine Ergebnisiibersicht der nachgewiesenen Antibiotika in den einzelnen
Bodenschichten mit Angabe der Standardabweichung der Dreifachaufarbeitung zusammenge-
stellt.

Beiden Wirkstoffgruppen gemein ist eine Anreicherung und Persistenz im Oberboden. Nur ge-

ringe Mengen Sulfamethazin drangen bis in die Bodeneluate vor.
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4.4.3 Bilanzierung der Lysimeterstudie

Im Zuge einer Bilanzierung sollte der prozentuale Ubergang der Antibiotika aus oberfléchlich
aufgebrachter Giille in Bodeneluate geklédrt werden, nachdem der Boden zur Regensimulation
téglich mit 10 mL deionisiertem Wasser bewéssert wurde. Zudem sollte der prozentuale Ver-
bleib in den einzelnen Bodenschichten ermittelt werden. Aus diesen Daten konnen Antibioti-
kabelastungen des Grundwassers und Belastungen der landwirtschaftlichen Nutzbdden im Hin-

blick auf die beiden Wirkstoffgruppen Sulfonamide und Tetracycline abgeschétzt werden.

Im Rahmen der Untersuchungen zu dem Weidelgrasprojekt, wurde auch die fermentierte Giille
untersucht, welche zudem fiir die Lysimeterstudien Verwendung fand (Tabelle B-3 und Ta-
belle B-4). Aus den analysierten Antibiotikakonzentrationen nach durchgefiihrter Fermentation
wurde der tatsdchlich iiber die Giille in den Versuchsboden eingetragene absolute Antibiotika-
gehalt berechnet. Dieser Gehalt stand theoretisch fiir eine Verfrachtung mit dem aufgegebenen
Wasser iiber die Bodenpassage in untere Bodenschichten und bis hinein in die Bodeneluate zur
Verfiigung. Pro Lysimeterrohr wurden 16 g Giille aufgebracht. Diese Menge richtete sich nach
dem Stickstoffgehalt der Giille und entsprach den gesetzlichen Vorgaben der DiiV (vgl. hierzu
Kapitel 3.7.1.3) (DiiV, 2017). Neben der theoretischen Antibiotikakonzentration im Boden
nach der Giilleaufgabe, wurde auch der insgesamt bestimmte absolute Antibiotikagehalt in den
Bodeneluaten fiir die Bilanzierung berechnet. Aus diesen beiden Angaben wurde der prozentu-
ale Ubergang ermittelt. Tabelle 4-19 fasst die KenngrdBen und den daraus berechneten prozen-

tualen Ubergang fiir die Varianten mit Sulfamethazinzugabe zusammen.

Tabelle 4-19: Bilanzierung der Lysimeterstudie. Prozentualer Ubergang von Sulfamethazin in
die Bodeneluate aus Versuchsansdtzen mit Sandboden und Lofsboden.

Variante | Analyt | Theoretische absolute Antibio- | Summe des abso- | Ubergang in die
tikakonzentration im Boden luten Antibiotika- Bodeneluate
nach Einarbeitung der Giille gehaltes in den [%]

[ngl Bodeneluaten [ng]
P ———S——§—§—§—§—§—§—§—§—§—§—R—S§——§—§—SnS“—“——.§(

21 (LoB) SMZ 233,6 103,5 0,04

23 (LoB) SMZ 593,6 186,4 0,03

25 (LoB) SMZ 1131,2 221,3 0,02

47 (Sand) SMZ 233,6 116,1 0,05

49 (Sand) SMZ 593.,6 287,9 0,05

51 (Sand) SMZ 1131,2 1026,2 0,09

Uber einen Beobachtungszeitraum von zwei Jahren konnte lediglich Sulfamethazin in den Bo-
deneluaten nachgewiesen werden. Die anderen drei Antibiotika Sulfamethoxazol, (Epi)-Chlor-

tetracyclin und (Epi)-Doxycyclin waren nicht nachweisbar. Sulfamethazin zeigte sich bereits
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bei den Aufwuchsstudien als vergleichsweise mobile Substanz, die bis in die Weidelgrashalme
und das Mohrengriin transportiert wurde (Tabelle 4-14, Tabelle 4-16 und Tabelle 4-17).

Der prozentuale Ubergang von Sulfamethazin in die Bodeneluate der Lysimeter betrug weniger
als 1 % der urspriinglich iiber Giille eingetragenen Wirkstoffkonzentration. In Bodeneluaten,
welche von Lysimetern mit Baunataler LoBboden stammten, konnten 0,02 % bis 0,04 % der
urspriinglich aufgebrachten Sulfamethazinkonzentration innerhalb von zwei Jahren wiederge-
funden werden. In Bodeneluaten von Lysimetern mit Volkmarser Sandboden wurden etwas

hohere Ubergangsraten von 0,05 % bis 0,09 % ermittelt.

Fiir die Varianten mit einer Wirkstoffzugabe von 100 mg kg_Glijlle’ wurde der prozentuale Ver-
bleib der Antibiotika in dem Boden ermittelt. Nach 31 Monaten wurden die Lysimeterrohre
hierzu abgebaut. Die Bdden aus den Lysimeterrohren wurden schichtweise auf ihren Antibio-
tikagehalt analysiert (Tabelle B-12). Der analysierte Gehalt wurde unter Einbeziehung der Bo-
denauswaage (Tabelle 3-14) und der Trockenmasse (digitaler Anhang) in einen Absolutwert
umgerechnet. Dieser Wert wurde auf den theoretischen Antibiotikagehalt im Boden nach der

Giilleaufgabe bezogen. Der so ermittelte prozentuale Verbleib ist in Tabelle 4-20 aufgefiihrt.

Vom Zeitpunkt der Giilleapplikation im Juni 2014 bis zur Analyse der Boden im Januar 2017,
waren die Lysimeterrohre im Labor bei Raumtemperatur aufgestellt. In Lysimetern mit LoB8bo-
denfiillung konnten nach 945 Tagen noch 0,4 % (Epi)-Chlortetracyclin, 0,1 % (Epi)-iso-Chlor-
tetracyclin, 0,3 % (Epi)-Doxycyclin und 0,1 % Sulfamethazin wiedergefunden werden. In den
Sandbdden waren etwas hohere Riickstandsmengen aufzufinden. Jeweils 0,5 % (Epi1)-Chlorte-
tracyclin und (Epi)-Doxycyclin, sowie 0,1 % (Epi)-iso-Chlortetracyclin und 0,2 % Sulfame-
thazin verblieben im Sandboden.

Tabelle 4-20: Bilanzierung der Lysimeterstudie. Prozentualer Verbleib der Zielanalyten in den
Lysimeterboden aus den 100 mg kg~ Versuchsansditzen.

Variante Analyt Theoretische absolute Antibiotik- Ubergang in
akonzentration im Boden nach den Boden

Einarbeitung der Giille [ng] [%]

7 (LoB) (Ep1)-CTC / (Epi)-iso-CTC 612,8/987,2 0,4/0,1

13 (LoB) (Epi)-DOX 1227,2 0,3

19 (LoB) SMX - -

25 (LoB) SMZ 1131,2 0,1

33 (Sand) | (Epi)-CTC / (Epi)-iso-CTC 612,8/987,2 0,5/0,1

39 (Sand) (Ep1)-DOX 1227,2 0,5

45 (Sand) SMX - -

51 (Sand) SMZ 1131,2 0,2
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4.5 Routineanalytik - Grundwassermessprogramm

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 689 Grundwasserproben von unterschiedlichen
Grundwassermessstellen in Hessen auf ihren Gehalt an Tetracyclinen ((Epi)-Chlortetracyclin,
(Epi)-Doxycyclin) und Sulfonamiden (Sulfamethazin, Sulfamethoxazol) untersucht. Die Pro-
ben wurden im Auftrag des Hessischen Landesamtes flir Naturschutz, Umwelt und Geologie
(HLNUG) analysiert. Gemif3 den Forderungen des Auftraggebers sollten Bestimmungsgrenzen
von 50 ng L! eingehalten werden. Dies war iiber eine Direktinjektion der Proben mit massen-
spektrometrischer Detektion moglich. Die Versuchsvorschrift ist in Kapitel 3.11.1 aufgefiihrt.
Neben den vier vom Auftraggeber gewiinschten Zielanalyten, wurde die Methode um relevante
Metabolite und Transformationsprodukte erweitert. Hierzu zéhlten N-Acetyl-Sulfamethazin, V-

Acetyl-Sulfamethoxazol und (Epi)-iso-Chlortetracyclin.

Im Jahr 2016 waren in 96 % der untersuchten Grundwasserproben keine Riickstinde der aus-
gewihlten Wirkstoffe oberhalb einer Nachweisgrenze von 20 ng L' bzw. oberhalb einer Be-
stimmungsgrenze von 50 ng L' nachweisbar (Abbildung 4-41 und Tabelle 4-21). Mehr als die
Hilfte der Proben mit Positivbefunden wiesen Riickstdnde an Sulfamethoxazol auf (2,6 % von
4 %). Der Median lag fiir diesen Wirkstoff bei 85 ng L™ und in einer Probe konnte ein Maxi-
malwert von 693 ng L'! bestimmt werden. (Epi)-iso-Chlortetracyclin war mit einem Anteil von
0,8 % in den Grundwasserproben auffindbar. Trotz des geringen Vorkommens lagen die ana-
lysierten Gehalte von 1.473 ng L™! und 834 ng L! weit iiber der Bestimmungsgrenze. (Epi)-
Chlortetracyclin und (Epi)-Doxycyclin konnten jeweils in 0,3 % der Grundwasserproben nach-

gewiesen werden.

Grundwassermessprogramm 2016

Grundwasserproben ohne Befund:
320 von 333

96 %

<

Abbildung 4-41: Ergebnisse des Screenings von Grundwasserproben im Jahr 2016.
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Tabelle 4-21: Zusammenstellung der Antibiotikagehalte in Grundwasserproben des Jahres
2016.

Probe | (Epi)-CTC | (Epi)-DOX SMZ SMX (Epi)-iso-CTC| N-Ac-SMZ | N-Ac-SMX
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
e ——————————
Messwert > Bestimmungsgrenze
1 100,6 1473,2
2 834,1
3 65,8
4 66,5
5 67,1
6 85,0
7 98,1
8 139,4
9 693,0
Nachweisgrenze < Messwert < Bestimmungsgrenze
10 <BG (27,6) <BG (22,4)
11 <BG (22,6)
12 <BG (31,0)
13 <BG (45,0)

Im Jahr 2017 waren ebenfalls in 96 % der untersuchten Grundwasserproben keine Riickstdnde
der ausgewihlten Wirkstoffe oberhalb einer Nachweisgrenze von 20 ng L' bzw. oberhalb einer
Bestimmungsgrenze von 50 ng L! nachweisbar (Abbildung 4-42 und Tabelle 4-22). Sulfona-
mide machten auch hier den grofiten Anteil der Positivbefunde aus. Sulfamethoxazol konnte
am hiufigsten im Grundwasser quantifiziert werden. Der Wirkstoff war in 2 % der Grundwas-
serproben nachweisbar. Der Median fiir diesen Wirkstoff lag bei 62,5 ng L'!. In einer Probe
konnte ein Maximalwert von 1.702 ng L' analysiert werden. Sulfamethazin, sowie die beiden
Tetracycline (Epi)-Doxycyclin und (Epi)-Chlortetracyclin konnten in keiner der analysierten
Proben oberhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. Lediglich in zwei Proben war
das Transformationsprodukt (Epi)-iso-Chlortetracyclin unterhalb der Bestimmungsgrenze
identifizierbar. Im Gegensatz zum Vorjahr waren die beiden Metabolite N-Acetyl-Sulfame-
thazin und N-Acetyl-Sulfamethoxazol in insgesamt vier Proben nachweisbar. Eine dieser Pro-
ben wies einen Gehalt an N-Acetyl-Sulfamethoxazol oberhalb der Bestimmungsgrenze auf. In
dieser Probe war zudem auch die Ursprungssubstanz Sulfamethoxazol mit 54,9 ng L! enthal-

ten.
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Grundwassermessprogramm 2017

Grundwasserproben ohne Befund:
341 von 356

96 %

Abbildung 4-42: Ergebnisse des Screenings von Grundwasserproben im Jahr 2017.

Tabelle 4-22: Zusammenstellung der Antibiotikagehalte in Grundwasserproben des Jahres

2017.
Probe | (Epi)-CTC | (Epi)-DOX SMZ SMX (Epi)-iso-CTC| N-Ac-SMZ | N-Ac-SMX
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
P —
Messwert > Bestimmungsgrenze
1 50,4
2 54,9
3 61,8
4 62,5
5 68,7
6 117,1
7 1702,9 113,8
Nachweisgrenze < Messwert < Bestimmungsgrenze
8 <BG (27,3) <BG (30,1)
9 <BG (21,0)
10 <BG (21,8) | <BG (21,8)
11 <BG (25,2)
12 <BG (37,1)
13 <BG (48,6)
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5 Diskussion

Antibiotika gelangen iiber verschiedene Eintragspfade in die Umwelt (Abbildung 1-2). Die
Studien der vorliegenden Arbeit fokussieren sich auf den Umwelteintrag von Sulfonamiden und
Tetracyclinen, die seit vielen Jahren eine vielfdltige Anwendung in der Veterindrmedizin fin-
den. Als Haupteintragsquelle aus diesem Anwendungsbereich zdhlt Giille aus der intensiven
Nutztierhaltung, welche die Antibiotika in ihrer urspriinglichen oder metabolisierten Form ent-
hilt. Durch die Verwendung von Giille als Diingemittel gelangen die Substanzen in landwirt-
schaftliche Nutzflachen und kénnen aus dem Giille-Boden-Gemisch weiter verlagert werden.
Der Verbleib von Antibiotika in der Umwelt ist vielseitig. So spielen Abbau- und Transforma-
tionsprozesse, Auswaschung, Infiltration, Sorption und Aufnahme in Pflanzen eine entschei-
dende Rolle (Du and Liu, 2012; Meena et al., 2015). Fiir das Umweltverhalten sind insbeson-
dere die chemischen Eigenschaften der Wirkstoffe, sowie die physikalisch-chemischen Eigen-
schaften des Bodens und klimatische Bedingungen von maflgebender Bedeutung. Auch die Art
der Giillevorbehandlung kann einen Einfluss nehmen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wur-
den umfangreiche systematische Studien in Form von Aufwuchs- und Lysimeterversuchen
durchgefiihrt, um insbesondere das Aufnahmeverhalten in Pflanzen und den Versickerungspro-
zess in das Grundwasser ndher zu untersuchen. Auch die routineméfige Grundwasseruntersu-
chung auf Antibiotikariickstinde im Rahmen des Grundwassermessprogrammes des HLNUG

wurde parallel vorgenommen.

Im Folgenden werden die erhobenen Ergebnisse im Kontext mit Daten aus der Literatur disku-

tiert, um die anfangs festgelegten Untersuchungsziele (Abbildung 5-1) einzuordnen.

Welchen Einfluss
nehmen die
physikalisch-

Welchen Einfluss
nehmendie
physikalisch-
chemischen
Bodeneigenschaften
auf eine Verlagerung
der Substanzen mit
dem Sickerwasser bis
ins Grundwasser

Abschatzung des
Risikos einer
moglichen
Grundwasser-
belastung

Ausbringung auf
Lysimeterrohre welche mit

Einarbeitung in L6R- und
Sandboden und Aussaat von

g

m L6R- und Sandboden gefiillt Deutschem Weidelgras und i
m sind Mé&hren

< Analyse der Bodeneluate Analyse der Pflanzen >

chemischen

Bodeneigenschaften

auf den Transfer

Boden -> Pflanze;
welche Unterschiede
gibt es zwischen den

beiden
Wirkstoffgruppen

Welche Unterschiede
in Bezug auf das
Aufnahmeverhalten
gibt es zwischen
verschiedenen
Pflanzenarten und in
die Pflanzen-

kompartimente;
Abschatzung des
Risikos fiir Mensch
und Tier durch den
Verzehr
kontaminierter
Pflanzen

Abbildung 5-1: Umfang und Ziele der Untersuchung des Transfers von Antibiotika aus giille-

gediingten Boden in Pflanzen und in das Grundwasser.
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5.1 Einordnung der entwickelten Methoden in den Kontext der Literatur

Ein grundlegendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit stellt die Entwicklung und Optimierung
von Analysenmethoden zur simultanen Bestimmung von Tetracyclinen ((Epi)-CTC, (Epi)-iso-
CTC, (Epi)-DOX) und Sulfonamiden (SMZ, SMX, N-Acetyl-SMZ, N-Acetyl-SMX) in insge-
samt zehn Umwelt-, Lebensmittel- und Futtermittelproben mittels UHPLC-MS/MS dar.

Bei den gewihlten Analyten handelt es sich um zwei unterschiedliche Wirkstoffgruppen, die
sich u.a. im Hinblick auf ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften unterscheiden. Die Ent-
wicklung einer Multimethode stellt somit eine grole analytische Herausforderung dar. Auch
die zur Untersuchung herangezogenen Matrices sind sehr komplex und Matrix-Effekte miissen
insbesondere fiir feststoffreiche Proben und matrixreiche Bodeneluate im Zuge der Methoden-

entwicklung Berticksichtigung finden.

In der Literatur aufgefiihrte Probenvorbereitungsmethoden fiir die Extraktion von Tetracyclinen
und Sulfonamiden aus Umwelt- und Lebensmittelproben basieren hédufig auf Fest-Fliissig-,
Fliissig-Fliissig- (Spielmeyer et al., 2014), Ultraschall- (Feng et al., 2016; Zhou et al., 2012),
Druckfliissigkeits- (Andreu et al., 2009; Garcia-Galan et al., 2013; Jacobsen et al., 2004; Schlii-
sener et al., 2003) oder Mikrowellenextraktionen (Hu et al., 2010a). Uberwiegend kommen
Mischungen aus organischen Losungsmitteln (Methanol, Acetonitril, Aceton, Dichlormethan)
und wissrigen Puffern (z.B. Citrat-Puffer, Mcllvaine-Puffer) mit Komplexbildnern (z.B.
EDTA) als Extraktionsmittel zum Einsatz (Arikan, 2008; Berendsen et al., 2015) (Tabelle C-
2). Dem Extraktionsschritt folgt hdufig eine Anreicherung und Aufreinigung des erhaltenen
Probenextraktes liber Festphasenextraktion (SPE) (Jacobsen and Halling-Serensen, 2006). Me-
thoden ohne weiteren Probenvorbereitungsschritt wurden ebenfalls beschrieben (Haller et al.,
2002; Hamscher et al., 2005a; Hamscher et al., 2002). Fiir die spitere Analyse der erhaltenen
Probenextrakte haben sich im Laufe der Jahre hauptsachlich LC-MS/MS-Methoden etabliert
(Hamscher et al., 2002; Shelver and Varel, 2012).

Im Rahmen der Methodenentwicklung und Optimierung dieser Arbeit wurden wissrige Puffer-
systeme unterschiedlicher pH-Werte und EDTA-Konzentrationen, sowie verschiedene Lo-
sungsmittel getestet (Abbildung 4-1, Abbildung 4-2). Fiir die Extraktionsversuche wurde Rin-
dergiille verwendet. In der Literatur wurde vielfach gezeigt, dass die Extraktion von Sulfona-
miden aus Giille und Pflanzen durch die Verwendung von Losungsmitteln sehr gut zu realisie-
ren ist (Biatk-Bielinska et al., 2009; Tetzner et al., 2016). Auch in dieser Arbeit konnte dies
bestitigt werden. Die Wiederfindungen dotierter Giilleproben gegen Losungsmittelstandards
der gleichen Analytkonzentration betrugen bei Verwendung von Methanol, Acetonitril oder
Aceton als Extraktionsmittel > 90 %. Fiir die simultane Extraktion von Sulfonamiden und Tet-
racyclinen waren Losungsmittel jedoch nicht ausreichend. Aufgrund der starken Neigung von
Tetracyclinen zur Bildung von Komplexen mit mehrwertigen Kationen in der Matrix (vgl.
hierzu Kapitel 5.3 und dort aufgefiihrte Literatur), ist der Zusatz von Komplexbildnern von

entscheidender Bedeutung und auch in der Literatur mehrfach beschrieben (Chen et al., 2012;
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Spielmeyer et al., 2014) um die Extraktionseffizienz fiir Tetracycline zu steigern. Neben Mat-
rix-Interaktionen kdnnen abhéngig von dem umgebenden pH-Wert — bedingt durch das Extrak-
tionsmittel — und der Extraktionstemperatur Epimerisierungs- und Isomerisierungsreaktionen
der Tetracycline auftreten. Als geeignetes Extraktionsmittel zum simultanen Nachweis von Te-
tracyclinen und Sulfonamiden erwies sich Mcllvaine-Puffer pH 4 mit 0,05 M EDTA-Zusatz.
Im Unterschied zu anderen Methoden, die {iberwiegend Losungsmittel oder Mischungen aus
Mcllvaine-Puffer mit EDTA-Zusatz und Losungsmitteln fiir die Extraktion von Tetracyclinen
und Sulfonamiden aus Giille und Pflanzen verwenden (Tabelle C-2), konnte im Rahmen der
Methodenentwicklung dieser Arbeit eine Steigerung der Extraktionsausbeuten allein durch die
Erhohung der Extraktionstemperatur auf 40 °C und der Anwendung von Ultraschall erreicht
werden. Im Sinne eines vorbeugenden Umwelt- und Arbeitsschutzes ist die Verwendung wéss-
riger Extraktionsmittel generell bei dhnlicher Extraktionsausbeute organischen Losungsmitteln
vorzuziehen. Im Extraktionsmittelgemisch vorhandenes organisches Losungsmittel wire zu-
dem fiir die nachfolgende Probenanreicherung und —aufkonzentrierung tiber Festphasenextrak-
tion an Cg-Materialien unerwiinscht, da Losungsmittelriickstinde zu Analytverlusten beitragen
konnten. Vor der SPE miisste somit ein zusitzlicher Probenvorbereitungsschritt zur Entfernung
des Losungsmittels beispielsweise liber einen Stickstoffkonzentrator erfolgen oder der Lo-
sungsmittelanteil durch Vediinnung mit Wasser minimiert werden. Die Extraktionsbedingun-
gen wurden gewdhlt, da anhand verschiedener Testansétze belegt werden konnte, dass bei pH 4
und 40 °C keine Umwandlung von (Epi1)-Chlortetracyclin in (Epi)-iso-Chlortetracyclin erfolgte
(Abbildung 4-2, Abbildung 4-4). Somit kann ein Nachweis von (Epi)-iso-Chlortetracyclin auf
das Vorkommen dieser Substanz in der jeweiligen Probenmatrix hindeuten und steht nicht im
Zusammenhang mit der Probenvorbereitung. Die Epimerbildung findet in einem pH-Bereich
von 2 — 6 statt. Unter den gewéhlten Versuchsbedingungen ist daher von einer Epimerisierung
der Tetracycline auszugehen. Daher wurden auch die Epimere in die Methode implementiert

und die Gehalte als Summe der Ursprungssubstanz und dessen Epimer angegeben.

Fiir amphotere Wirkstoffe, die abhdngig von dem umgebenden pH-Wert dissoziiert vorliegen
konnen (vgl. Kapitel 5.4) sind SPE-Materialien geeignet, die einen breiten pH-Bereich abde-
cken und somit fiir neutrale, basische und saure Verbindungen anwendbar sind. Fiir die Anrei-
cherung der Analyte iiber SPE wurden in dieser Arbeit nach verschiedenen Tests Strata-X-Kar-
tuschen verwendet (Abbildung 4-7, Abbildung 4-8). In der Literatur kommen iiberwiegend
diese Kartuschen (Chitescu et al., 2013) oder Oasis-HLB-Kartuschen zum Einsatz (Ahmed et
al., 2015; Azanu et al., 2016; Carter et al., 2014). Im Rahmen der durchgefiihrten Methoden-
entwicklung fiihrten beide Kartuschen zu vergleichbaren Analytwiederfindungen. Der Proben-
durchfluss iiber die Strata-X-Kartuschen erfolgte jedoch schneller, sodass sich aufgrund des
hohen Probenautkommens fiir diese Kartuschen entschieden wurde. Die entwickelte Proben-
vorbereitungsmethode fiir Giille konnte auf die Matrices Weidelgras, Mohrenriibe, Mohren-
schale, Mohrengriin und Mo6hrenwurzeln {ibertragen werden. Auch Antibiotikariickstinde in
Schweinemuskulatur und Honig konnten im Rahmen von Ringversuchen erfolgreich mit der

neuen Methode analysiert werden, was deren Robustheit belegt. Lediglich fiir die Matrix Boden
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war eine Modifizierung der Extraktionsmittel erforderlich. Eine Mischung aus Mcllvaine-Puf-
fer pH 6 und Methanol (1:5, v/v) erwies sich hierbei als geeignet. Die Extraktion erfolgte im
Ultraschallbad bei 60 °C. Auch Gans et al. und Martinez-Carballo et al. verwendeten die auf-
gefiihrten Extraktionsmittel zur Extraktion von Antibiotika aus Boden (Gans et al., 2010;
Martinez-Carballo et al., 2007). Die drastischeren Extraktionsbedingungen basieren auf den
starken Wechselwirkungen der Analyte mit der Bodenmatrix (vgl. Kapitel 5.3). Auf eine Fest-
phasenextraktion wurde beim Boden verzichtet, da nach dem Eindampfen des Methanols be-
reits Bestimmungsgrenzen von 1 ug kg™! erreicht werden konnten.

Ein Vorteil der entwickelten Methode ist das Auskommen mit geringen Losungsmittelmengen.
Die erhaltenen Bestimmungsgrenzen sind mit anderen Methoden, welche grofere Losungsmit-
telmengen einsetzen vergleichbar (Tabelle C-2) und liegen im Bereich von 0,5 pg kg™ bis
2 ng kg! (Kapitel 4.2). Nur vereinzelt konnten geringere Bestimmungsgrenzen durch den Ein-
satz von Druckfliissigkeitsextraktionen unter deutlich hheren Temperaturen erreicht werden
(Franklin et al. 2016). Fiir Tetracycline, die abhingig von der Temperatur Zersetzungs- und

Umwandlungsreaktionen unterliegen, sind solche Verfahren jedoch nicht geeignet.

Die Wiederfindungen wurden iiber eine Matrixkalibrierung bestimmt und lagen fiir die genann-
ten feststoffreichen Matrices im Bereich von 94 % und 110 %. Die relativen Standardabwei-
chungen betrugen < 10 % und sind somit unter Beachtung der komplexen Matrices als sehr gut
anzusehen. Eine Matrixkalibrierung mit internem Standardzusatz bedeutet zundchst immer ei-
nen analytischen Mehraufwand, bietet jedoch auch Vorteile. So konnen neben Matrixeffekten
auch Wechselwirkungen zwischen den Analyten und der Matrix, sowie Verluste bei dem SPE-
Schritt erfasst und kompensiert werden. Eine spatere Umrechnung des Ergebnisses unter Ein-
beziehung der Wiederfindungsraten entfallt. In anderen Arbeiten wurden analog die relativen
Wiederfindungen gegen eine Matrixkalibirerung mit internem Standardzusatz bestimmt (Carter
et al., 2014; Huang et al., 2013; Martinez-Carballo et al., 2007; Shelver and Varel, 2012; Spiel-
meyer et al., 2014) (Tabelle C-2). Diese sind vergleichbar mit den Wiederfindungen dieser
Arbeit. Auf weitere kosten- und zeitintensive Probenaufreinigungsschritte konnte — aufgrund
der niedrigen Bestimmungsgrenzen — somit verzichtet werden. Der Vergleich der Wiederfin-
dungsraten mit anderen Literaturdaten erweist sich als schwierig, da hiufig nicht angegeben
wird, ob die Wiederfindungen in Bezug auf Losungsmittel- oder Matrixkalibrierungen be-
stimmt wurden. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden absolute Wiederfindungen ge-
gen Losungsmittelkalibrierungen mit internem Standardzusatz fiir Rindergiille auf einem Do-
tierniveau von 50 pg kg'! bestimmt. Hierbei wurden Wiederfindungen zwischen 79 % und
168 % fiir Rindergiille erreicht (Abbildung 4-9, Abbildung 4-10). Spiclmeyer et al. bestimm-
ten auf die gleiche Art Wiederfindungsraten in Giille. Diese lagen im Bereich von 25 % — 120 %
(Spielmeyer et al., 2014). Auch fiir die Matrices Weidelgras und Mdéhrenriibe wurden die ab-
soluten Wiederfindungen gegen einen Losungsmittelstandard mit internem Standardzusatz be-
stimmt (Tabelle C-1). Die Ergebnisse zeigen, dass selbst mit internen Standards — sofern diese
nicht die korrespondierenden '*Cs-Analoga der Analyte darstellen — Losungsmittelkalibrierun-

gen oftmals nur unter Korrektur der Wiederfindungen fiir die Quantifizierung der Analyte in
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matrixreichen Proben geeignet sind. Da *Ce-markierte Tetracycline bislang sehr teuer sind,
werden diese hiufig durch Demeclocyclin (diese Arbeit; Batt et al., 2007) oder geeignete '*Ce-
markierte Sulfonamide (Spielmeyer et al., 2014) ersetzt. Dies fiihrt bei der Quantifizierung iiber
Losungsmittelkalibrierungen wiederum zu Unterschieden in den Wiederfindungen. Eine Ver-
gleichbarkeit der Methoden wird somit erschwert. Um alle Matrixeinfliisse und Verluste liber
den Probenvorbereitungsschritt zu beriicksichtigen und zu kompensieren wurde daher entschie-
den, fiir alle Matrices einheitlich eine Quantifizierung iiber Matrixkalibrierungen vorzunehmen.
Da zu jedem Aufwuchs- und Lysimeterversuch Kontrollansidtze mitgefiihrt wurden, stand aus-

reichend adidquates Blindwert-Matrixmaterial zur Verfiigung.

Das entwickelte SPE-Protokoll konnte neben der Anreicherung der Probenextrakte aus der
Fest-Fliissig-Extraktion von Giille, Mohren und Weidelgras auch fiir die Analyse von Bodene-
luaten gleichermalen verwendet werden. Es ist zudem fiir die Automatisierung tliber ein Anrei-
cherungsgerdt sehr gut geeignet, wodurch mehrere Wasserproben parallel aufgearbeitet und
groflere Probenvolumina eingesetzt werden konnen. Fiir die Bestimmung von Tetracyclinen
und Sulfonamiden in Bodeneluaten, konnten iiber den SPE-Aufarbeitungsschritt fiir alle Ana-
lyten Bestimmungsgrenzen von 1 ng L erreicht werden. Die Probenvorbereitung (Kapitel
3.11.2) und die erhaltenen Bestimmungsgrenzen (Tabelle 4-12) sind vergleichbar mit anderen
publizierten Methoden (Batt and Aga, 2005; Botitsi et al., 2007) (Tabelle C-3). Durch ein gro-
Beres Anreicherungsvolumen ist eine weitere Absenkung der Bestimmungsgrenzen moglich
(Zhang et al., 2015). Das Direktinjektionsverfahren konnte fiir die Analytik von Grundwasser-
proben auf Antibiotikariickstinde ab einem Konzentrationsbereich von 50 ng L' angewandt
werden und stellt somit eine schnelle und effiziente Methode fiir die Routineanalytik bzw. das

Screening zahlreicher Wasserproben dar.

Da an dem UHPLC-MS/MS-Messgerit andere Routineuntersuchungen unter Verwendung von
Acetonitril und Wasser mit jeweils 0,1 %igem Ameisensdurezusatz als Eluenten liefen, wurde
auch die Messmethode fiir Antibiotika mit diesen Eluenten optimiert. In der Literatur sind iiber-
wiegend angeséduerte Acetonitril/Wasser-Gemische, als auch angesduerte Wasser/Methanol-
Gemische im Einsatz (Azanu et al., 2016). Die entwickelte Messmethode ist fiir die Routineana-
lytik sehr gut geeignet, da sie einen hohen Probendurchsatz in geringer Zeit ermdglicht (10 Mi-
nuten pro HPLC-Trennung). Ebenfalls ist die Messmethode fiir den Nachweis der Antibiotika
in allen zehn Matrices anwendbar. Fiir die Trennung wurde eine Biphenyl-Sdule verwendet.
Uber diese konnte eine gute Trennung zwischen (Epi)-CTC und (Epi)-iso-CTC erreicht werden.
Epimere und Isomere unterscheiden sich im Hinblick auf ihre n-Elektronendichten im aroma-
tischen Ringsystem. Durch die Verwendung einer Biphenyl-Sédule konnen m-n-Interaktionen
stattfinden, die eine Trennung ermdglichen (Kromidas, 2016). Die Sdule hielt zudem mehr als
3.000 Injektionen stand, ohne die Peaktrennung und Peakformen negativ zu beeinflussen. Auch
Azanu et al. verwendeten eine vergleichbare Siule fiir den Nachweis von Tetracyclinen in Ka-
rotten (Azanu et al., 2016). Weitere Methodeniibersichten zum Nachweis von Antibiotika in
Pflanzen, Giille, Boden und Wasser sind in Artikeln von Wu et al., Thiele-Bruhn et al. und
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Carvalho et al. zusammengestellt (Carvalho and Santos, 2016; Thiele-Bruhn, 2003; Wu et al.,
2015).

Die entwickelten LC-MS/MS-Verfahren wurden im Anschluss an deren erfolgreiche Validie-
rung (Kenndaten siche Kapitel 4.2) fiir die Bestimmung von Antibiotikarlickstinden in Auf-
wuchsproben (Giille, Boden, Gras, Mdhren), Lysimeterproben (Bodeneluate, Boden, Giille)
und Grundwasserproben herangezogen. Die Diskussion der erhaltenen Ergebnisse hierzu folgt

in den nachstehenden Kapiteln.

5.2 Antibiotikariickstinde in Rindergiille der Aufwiichse und Lysimeter

5.2.1 Einfluss der Giillevorbehandlungen auf die Antibiotikakonzentration in der Giille

Verschiedene Studien zeigten, dass die Lagerung von Giille, als auch deren Fermentation und
Kompostierung zu einer Reduzierung der Konzentrationen verschiedener Antibiotika-Wirk-
stoffe beitragen kann (Alvarez et al., 2010; Arikan et al., 2007; Dolliver et al., 2008; Mohring
et al., 2009; Motoyama et al., 2011; Spielmeyer et al., 2015). Insbesondere der Fermentations-
prozess in Biogasanlagen wird als potentielle Senke fiir Veterindrantibiotika gesehen und zu-
nehmend untersucht (vgl. Kapitel 1.5). Abhédngig von der Praxis der Giillebehandlung kénnen
Tierarzneimittel daher in unterschiedlichen Konzentrationen in die Umwelt gelangen (Fent,
2007).

Einfluss des anaeroben Fermentationsprozesses auf die Antibiotikakonzentration in der Giille

Im Zuge der in dieser Arbeit durchgefiihrten anaeroben Giillefermentationen konnte fiir alle
vier Wirkstoffe eine Konzentrationsabnahme beobachtet werden. Die Eliminierungsraten wa-
ren wirkstoffspezifisch und unterschieden sich zudem erheblich zwischen Substanzen dersel-
ben Wirkstoffgruppe. Wihrend Sulfamethoxazol innerhalb der ersten Fermentationswoche
vollstédndig eliminiert wurde bzw. unter den beschriebenen Extraktionsbedingungen nicht mehr
nachweisbar war, konnten am letzten Fermentationstag noch 71 % — 74 % (Versuchsjahr 2014)
und 40 % (Versuchsjahr 2015) des urspriinglich dotierten Sulfamethazins in den Fermentati-
onsansitzen wiedergefunden werden (Tabelle B-3, Tabelle B-8, Tabelle B-9). Fiir das Ver-
suchsjahr 2015 zeigte die graphische Auftragung des Sulfamethazinverlustes iiber die Zeit eine
schnelle Abnahme von 100 mg kg™! (dotiert) auf ca. 40 mg kg™! in der ersten Fermentationswo-
che. Im weiteren Fermentationsverlauf war keine signifikante Abnahme mehr zu verzeichnen
(Abbildung 4-31).

Die rasche Eliminierung des Sulfamethoxazols und die Persistenz des Sulfamethazins liegen
im Rahmen dessen, was bereits in dhnlichen Studien beobachtet wurde. Mohring et al. unter-
suchten das Eliminierungsverhalten von sieben Sulfonamiden, darunter Sulfamethazin und Sul-
famethoxazol, wéihrend eines fiinfwochigen Fermentationsprozesses. Sulfamethoxazol wurde
innerhalb der ersten Fermentationswoche nahezu vollstdndig eliminiert. Sulfamethazin wies
hingegen eine hohe Persistenz auf und konnte am 28. Fermentationstag noch zu 64 %, bezogen
auf den an Tag Null bestimmten Gehalt, nachgewiesen werden (Mohring et al., 2009). Der
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Wirkstoff Sulfamethoxazol wurde auch in anderen Studien als leicht eliminierbare Substanz
beschrieben (Bailey et al., 2016; Carballa et al., 2007; Lin and Gan, 2011; Spielmeyer et al.,
2017b; Zhang et al., 2013). Spielmeyer et al. bestimmten Halbwertszeiten von 0,5 — 0,8 Tagen,
welche in Ubereinstimmung zu der in dieser Arbeit ermittelten Halbwertszeit von 0,5 Tagen
liegen (Tabelle C-4). Bailey et al. zeigten, dass eine komplette Eliminierung des Sulfametho-
xazols innerhalb von 28 Tagen stattfindet. In einigen Experimenten konnten bereits Abbaupro-
dukte des Sulfamethoxazols iiber Strukturaufklarung identifiziert werden (Alvarino et al., 2016;
Spielmeyer et al., 2017b; Zhou and Moore, 1994). Selbst unter Einbeziehung identifizierter
Abbauprodukte gibt es dennoch eine grof3e Bilanzliicke. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte
in der Bildung weiterer Abbauprodukte des Sulfamethoxazols liegen, die bislang nicht identi-
fiziert werden konnten respektive wurden. Als Eliminierungsweg wird ein mikrobieller Abbau
vermutet, da in autoklavierten Anséitzen eine verminderte Abbaurate zu verzeichnen war (Spiel-
meyer et al., 2017b; Zhang et al., 2013). Auch in Studien von Alvarino et al. wurden Biotrans-
formationsprozesse als Haupteliminierungswege des Sulfamethoxazols deklariert, wahrend Mi-
neralisierungs- und Sorptionsprozessen ein vernachlidssigbarer Einfluss (< 5 %) auf die Elimi-
nierung zugesprochen wurde (Alvarino et al., 2016). Generell gibt es derzeit nur wenige Infor-
mationen liber mdgliche Abbauprodukte und deren antibiotischem Potential. Die Eliminie-
rungswege (biotisch (mikrobielle Abbau- oder Transformationsprozesse); abiotisch (Tempera-
tur, pH, Sorption, Sauerstoffgehalt)) bleiben zudem héufig ungeklért und stellen eine interdis-
ziplindre wissenschaftliche Herausforderung dar. Fiir Sulfamethazin konnten Spielmeyer et al.
nach 35-tdgiger Fermentation bei 40 °C noch 80 % der Ursprungssubstanz, bezogen auf die
detektierte Konzentration an Tag Null, nachweisen (Spielmeyer et al., 2017b). Diese Daten und
die Daten von Mohring et al. decken sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit aus dem Versuchs-
jahr 2014. Nicht im Einklang hierzu stehen die nachgewiesenen, hoheren Eliminierungsraten
fiir Sulfamethazin wéhrend des anaeroben Fermentationsprozesses im Versuchsjahr 2015. Un-
terschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung der Versuchsgiille der Jahre 2014 und 2015
konnten ein Grund fiir die divergierenden Eliminierungsraten des Sulfamethazins darstellen,
wenn auch hier von einem biotischen Abbau ausgegangen wird. Untersuchungen in diesem
Zusammenhang wurden in dieser Arbeit jedoch nicht vorgenommen. Des Weiteren zeigte der
graphische Verlauf der Sulfamethazineliminierung iiber den 40-tdgigen Fermentationsverlauf
im Jahr 2015 grofle Schwankungen. Kahle und Stamm sprachen in diesem Zusammenhang von
ablaufenden Sorptions- und Desorptionsprozessen zwischen dem Wirkstoff und Giillebestand-
teilen im Fermentationsansatz (Kahle and Stamm, 2007a). Auf der anderen Seite korrespondiert
die starke Variation der Sulfamethazineliminierung in zwei getrennt voneinander durchgefiihr-
ten Versuchen unter dhnlichen Versuchsbedingungen mit Ergebnissen anderer Autoren. Cessna
et al. berichteten von dhnlichen Schwankungen nach einer Kompostierung unter aecroben Be-
dingungen (Cessna et al., 2011). Anhand zweier unabhéngiger Versuchsansitze beobachteten
die Autoren eine Sulfamethazineliminierung von rund 40 % innerhalb von 36 Tagen und eine
Eliminierung von ca. 30 % innerhalb von 28 Tagen. Die Antibiotikaabnahme iiber die Zeit ver-
lief in beiden Ansétzen so unterschiedlich, dass Halbwertszeiten von 27 und 237 Tagen berech-

net wurden. Andere Studien fiithrten zu einer Halbwertszeit von 7 Tagen (B6hm, 1996), welche
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auch auf Grundlage der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse kalkuliert wurde. Auch die Pro-
benahme kann zu Konzentrationsschwankungen beitragen. Die inhomogene Verteilung der
Wirkstoffe im Reaktor, begriindet durch den hoheren Feststoffanteil der Giille zu Beginn der
Fermentation, konnte hier der ausschlaggebende Faktor fiir die Unterschiede zwischen den bei-
den Versuchsjahren darstellen. Durch die Inhomogenitét der Giille kann nicht vollstindig ver-
mieden werden, dass verdnderliche Anteile von Fest- und Fliissigbestandteilen aus den Reak-
toren entnommen werden. Studien von Bailey et al. zeigten, dass die hochsten Antibiotikakon-
zentrationen im fliissigen Teil der Giille nachweisbar sind, mit Zunahme des Feststoffanteils
jedoch abnehmen. Dies wurde auf Sorptionsprozesse zuriickgefiihrt (Bailey et al., 2016). Eine

reprisentative Probenahme wird bei dieser Matrix folglich erschwert.

Ferner unterlagen die beiden Tetracycline Chlortetracyclin und Doxycyclin unterschiedlich
starken Eliminierungen wéhrend der anaeroben Fermentation (Tabelle B-3, Tabelle B-8, Ta-
belle B-9).

In Bezugnahme auf die dotierte Konzentration zu Beginn der Fermentation, wurde Chlortetra-
cyclin zu 62 % — 78 % (Versuchsjahr 2014) und 85 % (Versuchsjahr 2015) eliminiert.
Doxycyclin wies eine geringere Eliminierungsrate von 17 % — 23 % im ersten Versuchsjahr
und 42 % im zweiten Versuchsjahr auf. Zu dem Verhalten von Tetracyclinen wéhrend der
Kompostierung und Fermentation liegen ebenfalls verschiedene Literaturdaten vor. So konnte
Chlortetracyclin nach einer 21-tdgigen Kompostierung nicht mehr nachgewiesen werden (Sel-
vam et al., 2012). Arikan et al. und Hu et al. berichten ebenfalls von Eliminierungsraten des
Chlortetracyclins von > 97 %. Zudem konnte ein Anstieg in der Eliminierung mit zunehmender
Temperatur beobachten werden (Arikan et al., 2009b; Arikan et al., 2009a; Hu et al., 2011).
Studien von Varel et al. beschiftigten sich ebenfalls mit der Abnahme der Chlortetracyclinkon-
zentration in Schweinegiille, welche in Bioreaktoren unter anaeroben Bedingungen bei 38 °C
und 55 °C behandelt wurde. Hier konnten Eliminierungsraten von 80 % bzw. 90 % beobachtet
werden (Varel et al., 2012). Auch in Studien von Spielmeyer et al. zeigte Chlortetracyclin eine
bemerkenswerte Eliminierung (89 % bezogen auf die analysierte Konzentration an Tag Null)
(Spielmeyer et al., 2017b). Wu et al. hingegen stellten fiir den gleichen Wirkstoff eine geringere
Eliminierung von 74 % fest (Wu et al., 2011). Die erhobenen Daten dieser Arbeit in Bezug auf
das Eliminierungsverhalten des Chlortetracyclins liegen folglich im Rahmen dessen, was in
unabhingigen Studien auf internationaler Ebene berichtet wurde. Im Falle des Chlortetracyclins
konnten bereits iso-Chlortetracyclin und dessen 4-Epimer als Haupttransformationsprodukte
identifiziert werden (Arikan, 2008; Cessna et al., 2011; Spielmeyer et al., 2017b). Basierend
auf diesem Wissen, wurde iso-Chlortetracyclin in die Messmethode der vorliegenden Arbeit
implementiert. Einhergehend mit der Abnahme der (Epi)-Chlortetracyclinkonzentration konnte
in beiden Versuchsjahren die Bildung des (Epi)-iso-Chlortetracyclins analytisch bestimmt wer-
den (Tabelle B-4, Tabelle B-8, Tabelle B-9, Abbildung 4-21, Abbildung 4-31).

Die Bildung wird durch basische Bedingungen, wie sie in der Giille vorherrschen, begiinstigt
(Halling-Serensen et al., 2002). So konnte eine Temperatur- und pH-Wert-Abhédngigkeit der

Abbauprozesse gezeigt werden. Mit zunehmender Temperatur und Erhéhung des pH-Werts
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kam es zu einer schnelleren Transformation (Loftin et al., 2005; Shelver and Varel, 2012). Dies
konnte auch im Rahmen der Methodenentwicklung dieser Arbeit bestitigt werden (Kapitel
4.1). Im Gegensatz zur Epimerisierung ist die Isomerisierung irreversibel. Ferner hat die Bil-
dung der Isoform mdéglicherweise einen positiven Einfluss auf die Umwelt, da die antimikrobi-
elle Aktivitdt von iso-Chlortetracyclin und dessen Epimer im Vergleich zum Chlortetracyclin
bis zu 99 % reduziert ist (Blackwood and English, 1970; Halling-Serensen et al., 2002; Mit-
scher, 1978). Ahnlich wie in anderen Studien deckt die Bildung von (Epi)-iso-Chlortetracyclin
nicht den kompletten Verlust des Chlortetracyclins ab. Als mdgliche Ursachen hierfiir wurden
bereits weitere Eliminierungen des Chlortetracyclins zu anderen, noch nicht identifizierten Ab-
bauprodukten oder weiterer Abbau des entstandenen iso-Chlortetracyclins und Sorptionspro-
zesse diskutiert (Arikan et al., 2009a; Spielmeyer et al., 2015). Die Bildung der Isoform und
deren weitere Eliminierung konnten in dem vorliegenden Versuchsansatz parallel erfolgt sein.
In Abbildung 5-2 ist die Isomerisierung von Chlortetracyclin im alkalischen Milieu dargestellt.
Neben der Temperaturabhéngigkeit konnte zudem fiir den Wirkstoff Tetracyclin in Schweine-
giille ein stirkerer Abbau unter aeroben Bedingungen im Vergleich zu anaeroben beobachtet
werden (Kiihne et al., 2000).

Im Gegenzug zu dem Eliminierungsverhalten von Sulfonamiden, konnten fiir Tetracycline
keine Unterschiede in der Wirkstoffeliminierung bei der Verwendung von autoklaviertem und
nicht-autoklaviertem Material festgestellt werden. Auch dies untermauert die bereits oben be-

schriebenen priferenziell ablaufenden abiotischen Prozesse.

Neben dem (Epi)-iso-Chlortetracyclin wurden auch die acetylierten Hauptmetabolite der beiden
Sulfonamide im Zuge der Methodenentwicklung in die Messmethode aufgenommen. Diese
werden wihrend der Metabolisierung der Wirkstoffe im tierischen Organismus gebildet und
sind somit erwartungsgemal in der verwendeten Giille, welche im Nachhinein mit den Wirk-
stoffen angereichert wurde, nicht nachzuweisen. Bei der Untersuchung von Pflanzen und
Grundwasserproben spielen sie jedoch eine Rolle (Kapitel 5.4 und 5.5).

pH>7

Chlortetracyclin (CTC)

+ OH'l- H,0

Abbildung 5-2: Isomerisierung des Chlortetracyclins unter alkalischen Bedingungen. Modifi-
ziert nach (Bryan et al., 1992, Vockel, 2005).
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Fiir Doxycyclin konnten Spielmeyer et al. nach 35-tdgiger Fermentation bei 40 °C noch Wie-
derfindungsraten von mehr als 80 % ermitteln, wobei im Laufe des Fermentationsprozesses ein
Abfall und spéter wieder ein leichter Anstieg der Doxycyclinkonzentration zu verzeichnen war
(Spielmeyer et al., 2017b). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte durch die Auftragung der
Doxycyclinkonzentration iiber die Fermentationsdauer nach einer anfianglichen Konzentrati-
onsabnahme wieder ein kurzzeitiger Anstieg beobachtet werden. Dieser vergleichbare Trend in
dem Eliminierungsverhalten zweier unabhingiger Testansdtze suggeriert dhnlich ablaufende
Eliminierungsprozesse. Ein moglicher Erklarungsansatz fiir dieses Phdnomen konnte in dem
Abbau von Feststoffen in der Giille im Zuge des Fermentationsprozesses liegen, welcher zu
einer zeitversetzten Freisetzung (Desorption) gebundener Riickstdnde beigetragen haben
konnte. In der fliissigen Giillephase geldst, sind sie fiir einen mikrobiellen Abbau zugéinglich.
Auch die Probenahme konnte, wie bereits flir die Sulfamethazineliminierung beschrieben, zu
gewissen Konzentrationsschwankungen fithren. Aufgrund der Schwankungen war die Bestim-
mung der Halbwertszeit fiir Doxycyclin im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Weitere Un-
tersuchungen zum Verhalten von Doxycyclin wéhrend einer 170-tdgigen Lagerung von
Schweinegiille unter anaeroben Bedingungen fiihrten zu einer Gesamt-Wirkstoffeliminierung
von 61 %. Die Autoren erkldrten die Konzentrationsabnahme mit der Zeit durch Sorptionspro-
zesse des Wirkstoffes an Giillepartikel, welche zur Bildung nicht-extrahierbarer Riickstinde
fiihrten (Widyasari-Mehta et al., 2016b). Die beiden Giilleansétze fiir die Aufwuchsversuche
dieser Arbeit wiesen dhnliche pH-Werte auf. Auch die Temperatur im Reaktionsansatz betrug
beide Jahre 40 °C. Die Versuchsdauer unterschied sich jedoch (35 Tage und 40 Tage). Im Jahr
2015 wurde die Fermentation fiinf Tage langer durchgefiihrt und fiihrte zu héheren Eliminie-
rungsraten beider Tetracycline. Dies untermauert den ,,Faktor Zeit* als ausschlaggebende
GroBe zur Eliminierung der Tetracycline liber Sorptionsprozesse. Generell werden Tetracyc-
linen hohe Sorptions- und Komplexbildnereigenschaften zugesprochen. In der Literatur wird
die Konzentrationsabnahme der Tetracycline in Wirtschaftsdiingern iiber die Bildung von
Komplexen mit organischem Material, Huminsduren, Proteinen und mehrwertigen Kationen
(z.B. Calcium und Magnesium), welche in der Giille vorliegen, erklirt (Aust et al., 2008; Bao
et al., 2009; Chadwick and Chen, 2002; Kim et al., 2012; Loke et al., 2003; Loke et al., 2002;
Martin, 1979). Dies fiihrt zu einer Adsorption der Tetracycline und einhergehend damit sinkt
deren Extrahierbarkeit (Kulshrestha et al., 2004). Obwohl die abiotischen Prozesse im Falle der
Tetracycline als Hauptmechanismen fiir den Riickgang der Wirkstoffkonzentrationen ange-
nommen werden, kdnnen auch biotische Prozesse (mikrobielle Aktivitdten) nicht ausgeschlos-
sen werden. Diese Prozesse laufen vermutlich parallel ab. Durch Desorptionsprozesse konnte
beispielsweise die Bioverfiigbarkeit der Wirkstoffe steigen, was diese gleichzeitig fiir einen
mikrobiellen Angriff verfiigbar macht. Auch die mikrobiologische Zusammensetzung, welche
u.a. abhédngig von der Fiitterung der Tiere und dessen Alter ist, konnte in den beiden Versuchs-
jahren verschieden gewesen sein. Bislang sind die hierfiir verantwortlichen mikrobiellen Pro-
zesse nicht bekannt und es besteht umfassender Forschungsbedarf. Kénnten Bakterien identifi-
ziert werden, die zu einem Abbau von Arzneimitteln beitragen, so wére ein Zusatz geeigneter

Stimme bei der Giillevorbehandlung sinnvoll (Kim et al., 2012).
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Einfluss der aeroben Lagerung auf die Antibiotikakonzentration in der Gille

Die aerobe Lagerung verlief lediglich {iber die Dauer von 8 Tagen bei 20 °C. Diese Bedingun-
gen wurden nach Riicksprache mit allen Kooperationspartnern festgelegt. Wéhrend dieser Zeit
unterlagen alle vier Antibiotika einer Konzentrationsabnahme. Fiir Sulfamethazin und
Doxycyclin konnten Eliminierungsraten von jeweils 16 % bestimmt werden. (Epi)-Chlortetra-
cyclin wies mit einer Wiederfindungsrate von 93 % die geringste Eliminierung auf. Sulfame-
thoxazol unterlag auch bei der Lagerung einer deutlichen Eliminierung von 92 % innerhalb von
8 Tagen. Die geringeren Eliminierungsraten aller Substanzen wahrend der Lagerung, konnten
auf die kiirzere Vorbehandlungsdauer und die niedrigeren Temperaturen im Vergleich zu der
Fermentation zuriickzufiihren sein. Des Weiteren stellt die Matrix Giille ein sehr inhomogenes
Gemisch aus festen und fliissigen Bestandteilen und einer diversen mikrobiologischen Zusam-
mensetzung dar. Im Hinblick auf die mikrobiologische Zusammensetzung wurden keine Un-
tersuchungen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Die Nédhrstoffanalyse durch die Mitarbei-
ter des Eichhofs in Bad Hersfeld ergab jedoch, dass gelagerte Giille eine hohere Trockenmasse
(9 %) aufweist als fermentierte Giille (7 %) (Tabelle 4-15). Mit zunehmendem Trockenmasse-
gehalt erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass die Substanzen an feste Bestandteile adsorbie-
ren und somit fiir einen mikrobiologischen Abbau nicht zur Verfiigung stehen (Schwarz, 2014;
Wohde et al., 2016). Um einen direkten Vergleich zwischen anaerober Fermentation und aero-
ber Lagerung vornehmen zu kénnen, miissten die Versuchsbedingungen wie z. B. Temperatur
und Zeit konstant gehalten werden. Bei der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Variablen
gedndert (Giillezusammensetzung, Temperatur, Sauerstoffzufuhr, Vorbehandlungsdauer), so-
dass keine konkreten Riickschliisse auf die Auswirkungen der einzelnen Parameter in Bezug
auf die Eliminierungsraten gezogen werden konnen, was auch nicht Zielsetzung der vorliegen-
den Arbeit war. Hier ging es nicht primér um die Optimierung des Eliminierungsverhaltens der
Wirkstoffe durch unterschiedliche Giillevorbehandlungen, sondern vielmehr um die Gewéhr-
leistung praxisnaher Versuchsbedingungen und die Auswirkungen auf die Pflanzenaufnahme
und das Versickern in das Grundwasser aufgrund der physikalisch-chemischen Unterschiede in

Bezug auf z.B. Viskositit, Ndhrstoffzusammensetzung und pH-Wert der Gille.

Vergleichbarkeit von Daten

Anhand der durchgefiihrten Giilleuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine anaerobe
Fermentation und eine aerobe Lagerung zu der Reduzierung von Antibiotikariickstdnden in der
Gille beitragen kann. Ein Vergleich der erhobenen Daten dieser Arbeit miteinander und mit
Literaturwerten erwies sich aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen als schwie-
rig, da die Eliminierungsraten maBgeblich durch diese bestimmt werden. Faktoren wie die Mat-
rixbeschaffenheit (z.B. mikrobiologische Zusammensetzung, pH-Wert, Trockenmassegehalt,
Kationengehalt), Umwelteinfliisse und Vorbehandlungsbedingungen (z.B. Temperatur, acrobe
oder anaerobe Bedingungen, Lichteinwirkung (Photodegradation)), sowie die Dauer der Giille-

vorbehandlung nehmen einen Einfluss auf Transformations-, Abbau- und Sorptionsprozesse.
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Fiir Optimierungsversuche auf diesem Themengebiet sind diese Faktoren demnach zu beriick-
sichtigen. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann jedoch gefolgert werden, dass hohe Tempe-
raturen, aerobe Bedingungen, lange Giillevorbehandlungszeiten und ein hoher Trockenmasse-
gehalt der Giille eine Antibiotika-Eliminierung begiinstigen. Die verschiedenen Einflussfakto-
ren auf die Eliminierung der Wirkstoffe verdeutlichen die Wichtigkeit der Bestimmung der
Antibiotikakonzentration in der Giille direkt vor deren Ausbringung auf die Felder. Anhand
dieser Daten konnen Transferraten der Antibiotika aus dem Giille-Boden-Gemisch in die Pflan-

zen (Aufwuchsversuche) und in das Grundwasser (Lysimeterversuche) berechnet werden.

Auch die Halbwertszeiten wihrend der Giillevorbehandlung sind schwer zu vergleichen (Ta-
belle C-4), da in der Literatur meist trotz erheblicher Schwankungen der Messwerte eine Kine-

tik erster Ordnung der Berechnung zugrunde gelegt wurde.

5.3 Antibiotikariickstinde in den Versuchsboden

5.3.1 Antibiotikariickstinde in unterschiedlichen Bodentiefen der Lysimeterrohre

Anhand der Analyse der Bodenproben kénnen Aussagen tiber die Verlagerung der Wirkstoffe
in Richtung Grundwasser getroffen werden. Zudem lassen sich Riickschliisse auf das Persis-
tenzverhalten der vier im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Wirkstoffe im Boden
abschitzen. Der Transport von Wirkstoffen, sowie deren Persistenz wird von vielen Faktoren
beeinflusst. Hierzu zdhlen u.a. die Loslichkeit und die Dissoziationseigenschaften der Wirk-
stoffe; die Struktur, der pH-Wert, der organische Kohlenstoffgehalt und die Kationenaustausch-
kapazitit des Bodens; und klimatische Bedingungen wie Temperatur, sowie Menge und Inten-

sitdt von Regenfillen.

Fiir die Lysimeterstudie und den Weidelgrasaufwuchs wurden zwei unterschiedliche Bodenty-
pen gewdhlt, Volkmarser Sandboden und Baunataler L68boden. Die charakteristischen Boden-
parameter sind der Tabelle 3-11 zu entnehmen. Der Lysimeterversuch wurde iiber einen Zeit-
raum von 32 Monaten gemal den Ausfithrungen in Kapitel 3.7 durchgefiihrt. Im Rahmen der
Bodenanalyse (Tabelle B-12, Abbildung 5-9) konnten die beiden Tetracycline (Epi)-Doxycyc-
lin und (Epi)-Chlortetracyclin lediglich in den oberen 5 cm der Lysimeterbdden nachgewiesen
werden. Auch das Transformationsprodukt (Epi)-iso-Chlortetracyclin, welches im Zuge der
Giillevorbehandlung entstand, zeigte eine Persistenz im Oberboden und konnte nicht in tiefere
Bodenschichten ausgewaschen werden. Sulfamethazin wies ebenfalls in den ersten 5 cm der
beiden Versuchsboden den hochsten Gehalt auf, war jedoch im Sandboden noch bis in 15 cm
Tiefe quantifizierbar. Im LoBboden (> 5 cm) und in tieferen Schichten des Sandbodens
(> 15 cm) waren lediglich Spurenkonzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze zu beobach-
ten. Die Konzentration nahm mit der Bodentiefe ab. Sulfamethoxazol konnte in keiner Boden-
probe nachgewiesen werden. Dies kann durch den Abbau dieser Substanz wihrend des Fer-
mentationsprozesses begriindet werden (Tabelle B-3). Die erhaltenen Ergebnisse stehen im
Einklang mit Literaturdaten. Tetracycline sind Wirkstoffe mit hohen Kq4-Werten (290 — 1.620).

Sie gelten als immobile Substanzen, welche stark an Bodenpartikel binden (Burkhardt and
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Stamm, 2007; Rabglle and Spliid, 2000) und zudem ein hohes Persistenzverhalten in der Acker-
krume (0 — 30 cm) zeigen (De Liguoro et al., 2003; Hamscher et al., 2005a; Hamscher et al.,
2002; Hamscher et al., 2000; Hoper et al., 2002). Sulfonamide hingegen werden aufgrund ihres
geringen Sorptionskoeffizienten (0,6 —4,9) als mobile Wirkstoffe angesehen, die in tiefere Bo-
denschichten verlagert werden konnen (Blackwell et al., 2007). Sie besitzen das Potential bis
ins Grundwasser vorzudringen (Hembrock-Heger et al., 2011; Tolls, 2001). Auch Davis et al.
bestitigten durch ihre Untersuchungen die gute Infiltration des Sulfamethazins mit dem Regen-
wasser (Davis et al., 2006). Durch das Auffinden von Sulfonamiden in Grundwasserproben des
Routinemessprogrammes im Auftrag des HLNUG, in Bodeneluaten der Lysimeterstudien und
in den Aufwiichsen, geméf den Ergebnissen dieser Arbeit (Kapitel 4), wird diese Einschédtzung

untermauert.

Tabelle C-5 fasst Literaturdaten nachgewiesener Tetracyclin- und Sulfonamid-Konzentratio-
nen in unterschiedlichen Bodenschichten zusammen. Auch hier ist mit der Zunahme der Bo-
dentiefe eine Abnahme der Wirkstoffkonzentrationen zu verzeichnen. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. In der Literatur sind Riickstandsnachweise an Tetracyclinen haufig
bis in 30 cm Bodentiefe zu finden. In der landwirtschaftlichen Praxis gibt es verschiedene Tech-
niken der Giilleausbringung (Breitverteiler, Schleppschlduche, Schleppschuhtechnik, Schlitz-
verfahren). Das Unterpfliigen der oberflachlich aufgebrachten Giille ist zur Vermeidung von
Geruchsbeléstigungen und Nahrstoffverlusten in der Diingeverordnung vorgeschrieben (DiV,
2017). Auch der Antibiotikaeintrag erfolgt somit bis in den Pflughorizont (0 — 30 cm). Die
meisten in der Literatur untersuchten Boden stammen von Ackerflichen, die gemil3 der land-
wirtschaftlichen Praxis eine Giillediingung in héheren Frequenzen und mit Unterpfliigen erhiel-
ten. Bei den Lysimeterstudien wurde die Giille rein oberflachlich auf den Boden aufgebracht,
ohne anschlieBende Einarbeitung. In Folge dessen sind die hochsten Konzentrationen an Anti-
biotikariickstdnden vermutlich in der obersten Bodenschicht (0 — 5 cm) der Lysimeter aufzu-
finden. Aufgrund der verschiedenen Giilleausbringungstechniken und der verschiedenen Wirk-
stoffkonzentrationen der Giille, sowie der unbekannten Zeitspanne zwischen Giilleausbringung
und Probenahme, ist ein Datenvergleich mit anderen Studien schwierig. Das persistente Ver-
halten aller iiber die Giille in den Lysimeterboden eingetragenen Wirkstoffe, konnte in dieser
Studie jedoch iiber einen Beobachtungszeitraum von > 32 Monaten durch deren Nachweis im

Oberboden belegt werden.

Das unterschiedliche Infiltrationsverhalten des mobileren Sulfamethazins in Sand- und L6Bbo-
den, ist durch die unterschiedlichen Bodeneigenschaften zu erkliaren. Die Morphologie der fes-
ten Bodenbestandteile, das Bodengefiige, ist bei diesen beiden Bodenarten verschieden. Durch
das Bodengefiige wird der Wasser- und Lufthaushalt, die Durchwurzelbarkeit und die Verfiig-
barkeit von Nahrstoffen beeinflusst. Der verwendete Sandboden ,,Volkmarser Sand“ besteht
aus Sand (72,9 %), Schluff (19,1 %) und Ton (8 %), wihrend der verwendete Lo68boden ,,Bau-
nataler L6B* hauptsdchlich aus Schluff besteht (Sand: 3,3 %, Schluff: 76,4 %, Ton: 20,3 %).
Die KorngroBen dieser Sedimente unterscheiden sich und haben Einfluss auf die Bodeneigen-

schaften:
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e Sand: 2,0 bis 0,063 mm
e Schluff: 0,063 bis 0,002 mm

e Ton: <0,002 mm.

Sandbodden werden als Einzelkorngefiige beschrieben, bei welchem die Bodenteilchen lose ne-
beneinander vorliegen. Sie zeigen ein geringes Porenvolumen, aber viele Grobporen (> 50 pm).
Dies fiihrt zu einer verringerten Wasserspeicherkapazitit. Als Folge der geringen Sorptionsnei-
gung werden insbesondere mobile Substanzen mit dem Sickerwasser bis in tiefere Schichten
ausgewaschen. LoBboden zeigen ein Kohérentgefiige, die Bodenteilchen sind miteinander ver-
klebt und es resultiert ein hohes Wasserspeichervermogen (Scheffer et al., 2010). Ein verlang-
samtes Einsickern der Antibiotika in tiefere Bodenschichten ist die Folge (vgl. Kapitel 5.3.2).
Des Weiteren nimmt die Korngrof3e einen entscheidenden Einfluss auf die spezifische Oberfla-
che des Bodens durch die Generierung verfiigbarer Bindungsstellen. Diese betrégt bei der Sand-
fraktion weniger als 0,1 m? g'!. Die Schlufffraktion besitzt hingegen 0,1 bis 1 m? g’! und die
Tonfraktion 5 bis 500 m? g! spezifische Oberfliche (Scheffer et al., 2010).

Nachdem in diesem Kapitel die Auswirkungen der Textur und Bewirtschaftung des Bodens auf
die Verlagerung der Substanzen herausgestellt wurde, wird im folgenden Kapitel anhand der
Aufwuchsbdden néher auf die chemischen Bindungsmechanismen zwischen den Wirkstoffen
und den verwendeten Versuchsboden eingegangen. Abiotische und biotische Faktoren werden
diskutiert, die einen Einfluss auf das Eliminierungs- und Abbauverhalten der Wirkstoffe im
Boden nehmen kénnen. Zudem wird das Antibiotikariickstandsverhalten im Boden in Bezug

auf die unterschiedlichen Giilleeigenschaften (gelagert und fermentiert) diskutiert.

5.3.2 Antibiotikariickstinde in Boden der Aufwuchsstudien nach der Ernte

Bei dem Weidelgrasaufwuchs in Mitscherlichgefa3en wurde der Versuchsboden nach der Ernte
der Pflanzen vom Personal des LLHs hiandisch durchmischt und eine Teilprobe zur Analyse an
den LHL gesendet. Durch Bezugnahme der analysierten Bodengehalte auf den urspriinglich
iiber Giille eingetragenen Wirkstoffgehalt, konnten noch ca. 10 % der Tetracycline und ca. 4 %
des Sulfamethazins in den Volkmarser Sandbdden nach dem viermonatigen Aufwuchs nachge-
wiesen werden. Bei dem Baunataler L6 konnten 4 Monate nach der Begiillung ca. 5 % der
Tetracycline und ca. 2 % des Sulfamethazins wiedergefunden werden. Sulfamethoxazol war
aufgrund der vorangegangenen Eliminierung im Zuge der Giillefermentation nicht nachweis-

bar.

Unterschiede im Riickstandsverhalten von Tetracyclinen und Sulfonamiden

Die geringeren Konzentrationsriickstinde von Sulfamethazin im Boden, verglichen mit der
Konzentration an Doxycyclin und Chlortetracyclin, lassen sich mit einem geringeren Sorpti-
onskoeffizienten erkldren (Tabelle 1-2). Eine geringe Sorptionsneigung korreliert mit einer er-
hohten Mobilitdt und Auswaschung (Leaching und Run-off-Prozesse), was durch den Nachweis

des Sulfamethazins in allen Bodenschichten und in den Bodeneluaten (detaillierte Betrachtung
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erfolgt in Kapitel 5.5) bestétigt wurde. Weiterhin weisen mobile Substanzen in der Regel eine
gute Bioverfiigbarkeit auf. Durch die bessere Bioverfiigbarkeit der Sulfonamide, konnten diese
auch einem biotischen Abbau oder Transformationsprozessen durch Mikroorganismen im Bo-
den unterliegen. Yang et al. konnten in Schlammproben bereits einen Abbau von Sulfonamiden
durch die Bakterien Acinetobacter und Pseudomonas feststellen (Yang et al., 2016). Aktuelle
Studien aus China stellten einen schnelleren Abbau von Sulfamethoxazol in nicht-sterilen Bo-
den (DT50'°: 29 — 36 Tage) im Vergleich zu sterilen Béden (DT50: 36 — 50 Tage) heraus, was
zudem einen mikrobiellen Abbau impliziert (Shen et al., 2018). Neben dem Vorhandensein
spezieller Bakterien, konnen auch die Temperatur und der pH-Wert des Bodens einen Einfluss
auf den Abbau nehmen (Savric, 2001). Auch eine Pflanzenaufnahme flihrt zu Konzentrations-
abnahmen im Boden (Kapitel 5.4) (Jechalke et al., 2014). Alle aufgefiihrten Faktoren resultie-
ren in einer Abnahme der extrahierbaren Antibiotikakonzentration im Boden (Abbildung 5-3),

wie in dieser Arbeit analytisch bestétigt wurde.

Antibiotika

Wefanzenaunatme | | [ eschine | | (sorton | | (ko |

y v v

Abbildung 5-3: Mogliche Transportwege fiir Antibiotika in Boden. Modifiziert nach (Hashmi
etal., 2017).

Rickstandsverhalten von Tetracyclinen und Sulfonamiden in verschiedenen Bodentypen

Literaturdaten zeigen, dass die Persistenz und Akkumulation von Wirkstoffen je nach Bodentyp
stark variiert (vgl. Tabelle C-5). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
Im Vergleich zum Volkmarser Sandboden waren die detektierten Restgehalte an Antibiotika
im Baunataler LoBboden um den Faktor zwei geringer. Eine stirkere Adsorption der Antibio-
tika an Partikel des LoBbodens konnte fiir die geringeren Wiederfindungen verantwortlich sein.
Andere Studien beschrieben ebenfalls einen solchen Zusammenhang. So stellten Accinelli et
al. bei dem Vergleich des Verhaltens von Sulfamethazin in Lehm- und Sandboden, in Anleh-
nung an die Ergebnisse dieser Arbeit, ein schnelleres Eliminierungsverhalten der Substanz im
Lehmboden fest. Sie bestimmten Halbwertszeiten von 18,6 Tagen (Lehmboden) und 21,3 Ta-
gen (Sandboden) (Accinelli et al., 2007).

¢ DT50: Abnahme der Ausgangskonzentration um die Hilfte (Halbwertszeit).
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Die verwendeten Versuchsbdden besitzen vergleichbare pH-Werte (~7), weisen jedoch Unter-
schiede in dem Gehalt an organischem Kohlenstoff, dem Gehalt an Kationen und dem Gehalt
an Ton auf (Tabelle 3-11). Der organische Kohlenstoffgehalt des LoBbodens liegt mit 0,88 %
geringfligig tiber dem des Sandbodens mit 0,55 %. Der Gehalt an mehrwertigen Kationen ist
hingegen im LoBboden deutlich héher. Der Magnesiumgehalt liegt hier beispielsweise bei
20 %, verglichen mit nur 3 % Magnesium im Sandboden. Des Weiteren weist der LoBboden

einen Tonanteil von 20,3 % auf, wihrend dieser im Sandboden nur 8 % betrigt.

Tonminerale und Kationengehalt

In Studien wurde die Adsorption von Sulfonamiden und Tetracyclinen an Tonminerale im Zu-
sammenhang mit dem pH-Wert, der Ionenstirke und der Kationenaustauschkapazitit unter-
sucht (Gao and Pedersen, 2005; Sithole and Guy, 1987; Srinivasan et al., 2013). Hierbei konn-
ten die Autoren zeigen, dass Sulfonamide im sauren Milieu stark an Tonminerale binden, wih-
rend im basischen Milieu die Bindungsaffinitét, aufgrund repulsiver Wechselwirkungen zwi-
schen der Anionenform und der negativ geladenen Bodenoberflache abnimmt. Ebenfalls konn-
ten ter Laak et al. fiir die Beeinflussung des Kq-Wertes von Tetracyclinen und Sulfonamiden an
Boden mit der Zunahme des Boden pH-Wertes eine Abnahme des Kq¢-Wertes und somit der
Bindungsaffinitit bestitigen (ter Laak et al., 2006). Dies begriindeten die Autoren iiber das
Dissoziationsverhalten der Substanzen. Positiv geladene Antibiotika binden durch elektrostati-
sche Anziehung an negativ geladene Tonminerale, an negativ geladene organische Bodensub-
stanz (z.B. Huminstoffe) oder sind an Kationenaustauschprozessen iiber Metallionen der Ton-

minerale beteiligt (Gao and Pedersen, 2005).

Die Nahrstoffanalyse der verwendeten Versuchsboden dieser Arbeit ldsst die Schlussfolgerung
zu, dass Kationenaustauschprozesse mit Metallionen der Tonminerale insbesondere in dem
LoBboden von Bedeutung sind. Der Gehalt an Ton und Magnesium ist in dem LoBboden hoher
als in dem Sandboden und konnte so die stirkere Adsorption der Wirkstoffe an den LéBboden
begriinden. Die pH-Werte der in dieser Arbeit verwendeten Versuchsbdden liegen im neutralen
Bereich. Sulfamethazin besitzt einen pKa.-Wert im Bereich des Boden-pHs und liegt zum groi3-
ten Teil in der neutralen und zu einem geringen Teil in der anionischen Form vor. Fiir diesen
Wirkstoff werden folglich Kationenaustauschprozesse eine untergeordnete Rolle spielen. Die
Tetracycline liegen unter den gewéhlten Versuchsbedingungen hauptsichlich in ihrer zwitteri-
onischen Form vor. Kationenaustauschprozesse unter Beteiligung der protonierten Dimethyl-
ammonium-Gruppe sind somit denkbar. Auch die Ladungszahl der Kationen kann die Stérke
der Adsorption beeinflussen. Sithole und Guy beobachteten beispielsweise fiir Oxytetracyclin
eine 2,5fach stirkere Adsorption, wenn Ca?" statt Na* an Tonminerale adsorbierte (Sithole and
Guy, 1987; Thiele-Bruhn, 2003). Die Wirkstoffe neigen zudem zur Bildung reversibler Kom-
plexe mit mehrwertigen Kationen, welche in der Bodenlosung vorliegen (Kemper, 2008;
Thiele-Bruhn, 2003; Wessels et al., 1998). In Abbildung 5-4 ist die Komplexbildung zwischen
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Tetracyclinen und Magnesiumionen beispielhaft aufgefiihrt. Die lonenstiarke des Mediums be-

einflusst diese Komplexbildung.

HaC CH,

\@H’

Zwitterionische Form der Tetracycline Komplexbildung des divalenten
Metallions tiber die Sauerstoffatome an
Position C;; und C,

Abbildung 5-4: Komplexbildung zwischen Tetracyclinen und Magnesiumionen.

Die geringeren Riickstandskonzentrationen im LéBboden konnen damit erklért werden, dass
die Substanzen aufgrund der stirkeren Bindungsaffinitit nicht vollstindig extrahiert werden
konnten. Diese Aussage wird zusétzlich durch in der Literatur beschriebene Kq-Werte unter-
stiitzt. Die Sorptionskoeffizienten, welche anhand von Literaturdaten zusammengefasst werden
konnten (Tabelle 1-2), zeigen hohere Werte fiir Boden mit einem hoheren Anteil an Ton. Ein
hoherer Tongehalt sorgt aufgrund der geringeren Korngrof3e zudem fiir eine gro3ere spezifische
Oberflache (Scheffer et al., 2010). Daraus resultiert eine groBere Anzahl verfiigbarer Bindungs-
stellen. Fiir die groBtenteils neutral vorliegenden Sulfonamide spielt die Bindung an organische

Bodensubstanz vermutlich eine bedeutendere Rolle.

Organische Bodensubstanz (SOM: Soil Organic Matter)

Organische Stoffe im Boden besitzen iiberwiegend negative Ladungen und funktionelle Grup-
pen (z.B. Carboxylgruppen). Uber diese konnen sowohl Sulfonamide als auch Tetracycline bin-
den (Thiele-Bruhn et al., 2004). Uber die Bindungsmechanismen an organische Bodenbestand-
teile liegen noch viele Unklarheiten vor (Figueroa-Diva et al., 2010). In der Literatur werden
schwache Bindungen wie z.B. Wasserstoffbriickenbindungen, Van-der-Waals-Wechselwirkun-
gen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen als auch starke Bindungen wie kovalente Bindungs-
formen angenommen (Chu et al., 2013; Gao and Pedersen, 2010; Schwarz et al., 2012; Srini-
vasan et al., 2013). Kovalente Bindungen fithren dazu, dass der Wirkstoff nicht mehr extrahier-
bar ist, man spricht von nicht-extrahierbaren Riickstinden (NER: Non Extractable Residues;
gebundene Riickstiinde) (Heise et al., 2006).!” Die Adsorption von Antibiotika an SOM ist stark

und héngt von deren Menge und der Zusammensetzung ab (Thiele, 2000). Die Zunahme des

'7 Bedeutung/Verwendung des Begriffes ,,nicht-extrahierbare Riickstinde* (NER: Non Extractable Residues):
1. Kovalente Bindungen fithren dazu, dass der Wirkstoff auch unter drastischeren Bedingungen nicht mehr extrahierbar ist.
2. Aufgrund starker Sorption oder auch Sequestrierung konnen Wirkstoffe mit der eingesetzten Methode nicht freigesetzt werden.
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organischen Kohlenstoffanteils und des Tonmineralgehaltes im Boden korreliert mit einer Zu-
nahme an SOM. Die spezifische Oberfliche vergroBert sich und hat eine stirkere Adsorption
der Wirkstoffe zur Folge (Chu et al., 2013; Scheffer et al., 2010) wodurch es zudem zu Sequest-
rierung kommen kann (Forster et al., 2009; Zarfl et al., 2009). Die spezifische Oberflache von
Huminstoffen betrigt beispielsweise 800 m? g'! bis 1.200 m? g!. Ferner beeinflusst die Feuch-
tigkeit des Bodens die Eigenschaften des SOM und damit verbunden auch die Sorptionseigen-
schaften der Antibiotika im Boden. So erhoht ein hoherer Feuchtigkeitsgehalt die Zugénglich-
keit fiir Bindungsstellen (Rosendahl et al., 2011). Entsprechend den Ausfiihrungen von Ro-
sendahl et al. miisste die Sorptionsaffinitit der Antibiotika im feuchteren L6Bboden erhoht sein,

was sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit bestétigt.

Die Vermutung liegt nahe, dass die angewandte Extraktionsmethode (Kapitel 3.10.4.2; Mi-
schung aus Mcllvaine-Puffer pH 6 und Methanol bei 60 °C im Ultraschallbad) den Teil der
NER nicht (kovalent gebundener Wirkstoffanteil) bzw. nicht vollstindig (durch starke Sorption
oder Sequestrierung gebundener Wirkstoffanteil) in Losung bringt und daher die nachgewiese-
nen Riickstandskonzentrationen im Léboden geringer ausfielen als im Sandboden. Der real im
Boden enthaltene Gehalt wird hoher eingeschitzt. Es existieren einige Arbeiten, welche {iber
sequentielle Extraktionen unter deutlich drastischeren Extraktionsbedingungen (z.B. Mikro-
wellenaufschluss; Temperaturen bis 200 °C unter Druck; Nachextraktion mit salzsaurem Me-
thanol (Kreuzig et al., 2005) einen GrofBteil der Wirkstoffe selbst nach ldngerer Verweilzeit aus
dem Boden extrahieren konnten (Jacobsen et al., 2004; Stoob et al., 2006). Methoden unter
solchen Bedingungen sind insbesondere fiir die thermolabilen Tetracycline nicht geeignet.
Kiihne et al. konnten die Bildung der Anhydrotetracycline bei hohen Temperaturen (bis 133 °C)
nachweisen (Kiihne et al., 2001). Fiir die vorliegende Arbeit sind primir die bioverfiigbaren
Wirkstoffriickstinde, welche auch mit den milderen Extraktionsbedingungen dieser Arbeit er-
fassbar sind (Sattelberger et al., 2005), relevant. Primir diese extrahierbaren Riickstéinde kon-

nen in Pflanzen aufgenommen werden bzw. bis in das Grundwasser infiltrieren.

Geloste organische Bodensubstanz

Durch die Einarbeitung der leicht basischen Giille wird neben der pH-Wert-Beeinflussung auch
der Gehalt an geloster organischer Substanz (DOM: Dissolved Organic Matter) erhoht. Einige
Studien beschreiben, dass hierdurch die Transporteigenschaften organischer Substanzen im Bo-
den erhoht werden konnen (Chu et al., 2013; Kulshrestha et al., 2004; Seol and Lee, 2000;
Zhang et al., 2012). Genauere Ausfithrungen zu DOM folgen in Kapitel 5.5. Bindungen an
DOM spielen fiir die Verfrachtung stark sorbierender Wirkstoffe im Boden, wie beispielsweise

der Tetracycline, eine Rolle.
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Einwirkzeit und Abbau

Unabhéngig von der Art des Bodens lagen die nachgewiesenen Antibiotikartiickstdnde deutlich
unter den Konzentrationen die urspriinglich iiber die Giillediingung zugefiihrt wurden. Dies be-
stitigten ferner verschiedene Studien auf internationaler Ebene. Ein Grund hierfiir wird in den
vorab beschriebenen Sorptionseigenschaften der Substanzen gesehen. Die Sorption kann mit
zunehmender Wechselwirkungszeit mit der umgebenden Matrix steigen und so die Bildung
gebundener Riickstinde und Sequestrierung begiinstigen (Bailey et al., 2016). Da die Zeit-
spanne zwischen der letzten Giilleaufgabe und der Probenahme mit den nachgewiesenen Anti-
biotikariickstdnden korreliert, muss dieser Faktor bei dem Vergleich mit Literaturdaten beachtet
werden. Bei den Aufwuchsversuchen dieser Arbeit lagen 120 Tage zwischen der Giilleaufgabe
und der Bodenprobenahme. Bailey et al. zeigten fiir Sulfamethazin, Sulfamethoxazol und Tet-
racyclin eine Zunahme des Kq-Wertes mit der Inkubationszeit. Dieses Verhalten beobachteten

die Autoren sowohl fur Sandboden als auch fiir Loboden.

Blackwell et al. konnten < 10 % der urspriinglichen Konzentration an Oxytetracyclin und Sul-
fachloropyridazin in Sandboden mit einem geringen Anteil an Schluff und Ton 127 Tage nach
der Bodenbehandlung nachweisen (Blackwell et al., 2007). Stevens wies 11 % der urspriingli-
chen Konzentration ein Jahr nach der letzten Giilleaufgabe im Boden nach (Stevens, 2009). Die
Ergebnisse aus der Literatur stimmen mit den Werten dieser Arbeit iiberein. Wie bereits zuvor
erlidutert, spielen Sorptions- und Auswaschungsprozesse (Bewisserungsmenge) eine wichtige
Rolle. Dariiber hinaus konnen auch Mechanismen wie (a)biotischer Abbau und Transformati-
onsreaktionen fiir den Konzentrationsriickgang der Substanzen im Boden verantwortlich sein.
In diesem Zuge kann es ferner zur Bildung biologisch aktiver bzw. inaktiver Transformations-
produkte kommen. Abiotische Transformationsprozesse, die im Boden auftreten, umfassen
Photolyse, Hydrolyse und Redoxreaktionen. Die direkte Photolyse von Antibiotika wird auf-
grund der Einarbeitungstiefe der wirkstofthaltigen Giille in den Versuchsboden als unwahr-
scheinlich angesehen, da photolytische Abbauprozesse nur in den oberen 0,5 mm des Bodens
zu erwarten sind (Hashmi et al., 2017; Hebert and Miller, 1990; Thiele-Bruhn and Peters, 2007).
Die Oxidation der Antibiotika durch reaktive Oxidantien in der Tonfraktion, wie beispielsweise
Manganoxide, kann hingegen als wahrscheinlicher betrachtet werden. Beide Versuchsboden
enthalten Mangan (Tabelle 3-11). Literaturdaten zeigen, dass durch Manganoxide Oxytetra-
cyclin und Sulfamethazin umgesetzt werden (Gao et al., 2012; Rubert and Pedersen, 2006;
Zhang et al., 2008).

Auswirkung unterschiedlicher Giilleeigenschaften

Die Mohren wurden auf Volkmarser Sandboden kultiviert. Der Antibiotikaeintrag erfolgte hier-
bei durch die Einarbeitung von gelagerter und fermentierter Rindergiille. Die Riickstandgehalte
in Boden mit fermentierter Giille betrugen ca. 9 % fiir die beiden Tetracycline und 4 % fiir
Sulfamethazin und deckten sich somit mit den ermittelten Riickstandsgehalten des Vorjahres.
In Ansdtzen mit gelagerter Giille betrugen die Riickstandsgehalte an Chlortetracyclin,
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Doxycyclin, Sulfamethoxazol und Sulfamethazin im Boden nach der Ernte 1,2 %, 2,7 %, 0,8 %
und 2,5 %, bezogen auf den urspriinglich eingetragenen Antibiotikagehalt.

In der Literatur existieren verschiedene Erkldrungsansdtze filir die geringen Wiederfindungen.
Zum einen konnte fiir Sulfachloropyridazin eine Abnahme des Kq-Wertes bei steigendem Giil-
legehalt im Boden festgestellt werden (Boxall et al., 2002). Hieraus konnte eine hohere Aus-
waschungsgefahr resultieren. Die Erkldrung wurde iiber eine pH-Wert-Verschiebung in den
basischen Bereich und der Ausbildung der Anionenform der Wirkstoffe begriindet. Repulsive
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Bodenoberfliche wurden als Griinde fiir die ge-
ringere Sorptionsneigung diskutiert. Auch fiir andere Sulfonamide konnte ein solches Verhalten
beobachtet werden (Thiele-Bruhn and Aust, 2004). Da gelagerte Giille einen etwas hoheren pH-
Wert aufwies als fermentierte Giille (Tabelle 4-15), konnte dies die niedrigeren Wiederfindun-
gen in Ansédtzen mit gelagerter Giille begriinden. Auf der anderen Seite kann die Einarbeitung
von Giille zu einer Erhhung organischer Bestandteile und Kationen im Boden beitragen. Durch
die unterschiedlichen Vorbehandlungen besal3 die verwendete Rindergiille dieser Arbeit unter-
schiedliche Trockenmassen. Fermentierte Giille wies eine Trockenmasse von 7,1 % auf, wih-
rend gelagerte Giille 9,5 % Trockenmasse besall. Aufgrund des geringeren Feststoffanteils
konnte fermentierte Giille den Boden vermutlich besser durchdringen und die Wirkstoffe wur-
den im Boden verteilt. Auf der anderen Seite bietet gelagerte Giille, bedingt durch den hoheren
Feststoffanteil, eine groflere Anzahl moglicher Bindungsstellen fiir Antibiotika. Auch der Ge-
halt an Kationen war in der gelagerten Giille hoher als in der fermentierten Giille (Ta-
belle 4-15). Die stirkere Bindung der Substanzen in Ansdtzen mit gelagerter Giille konnte, wie
bereits oben beschrieben, zu einer Abnahme der extrahierbaren Wirkstoffanteile gefiihrt haben
und somit die geringeren Wiederfindungen erklaren. Auch Studien von Kreuzig et al. zeigten
die intensivere Bildung nicht—extrahierbarer Riickstdnde, mit zunehmendem Trockenmassege-
halt der Giille (Kreuzig et al., 2007). Unterschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung kénn-
ten zudem einen Einfluss auf abiotische Abbauprozesse nehmen. Dies wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht.

5.4 Antibiotikagehalte in Aufwuchspflanzen

Anhand der durchgefiihrten Aufwuchsversuche in Mitscherlichgefaf3en konnte ein Transfer von
Antibiotika aus giillegediingten Boden in die beiden Pflanzenarten ,,Deutsches Weidelgras
(Lolium perenne; Familie der Siilgraser) und Mohren (Daucus carota) nachgewiesen werden.
Sulfamethazin und dessen acetylierter Metabolit wurden in das Weidelgras aufgenommen. Alle
vier Testsubstanzen wurden in den Mohren wiedergefunden. Zusétzlich waren der acetylierte
Metabolit des Sulfamethazins und die Isoform des (Epi)-Chlortetracyclins in den Méhren nach-
weisbar. Die Wirkstoffgruppe der Sulfonamide zeigte in der Mohre eine Verlagerung bis in das

Mohrengriin.
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5.4.1 Antibiotikaiibergang in Deutsches Weidelgras der Sorte ,,Lemmos*

Bei dem Weidelgrasaufwuchs waren die Wirkstoffaufnahmen in die Pflanze von der Antibio-
tikakonzentration in der Giille und dem verwendeten Bodentyp abhingig (Tabelle B-1, Tabelle
B-2, Abbildung 4-16, Abbildung 4-17, Abbildung 4-18).

Die Untersuchungen des Weidelgrases zeigten einen Ubergang von Sulfamethazin in alle Gras-
schnitte, die auf Volkmarser Sandboden wuchsen, welcher mit Sulfamethazin-haltiger Giille
gediingt wurde. Die Sulfamethazinriickstdnde in Grasschnitten, deren Boden mit 20 mg Sulfa-
methazin je kg Giille beaufschlagt wurde, lagen im Bereich von 15,4 pg kgrm™ (Schnitt 1) und
4,7 ug kgrm! (Schnitt 5). Graspflanzen, deren Boden mit Rindergiille gediingt wurde, die eine
Sulfamethazinkonzentration von 50 mgkg™! enthielt, wiesen Gehalte im Bereich von
48,6 png kgrm™! (Schnitt 1) bis 7,6 pg kgrm™! (Schnitt 5) auf. Die hdchsten Sulfamethazingehalte
waren in Graspflanzen nachweisbar, die auf Boden wuchsen welcher, mit 100 mg Sulfame-
thazin je kg Giille (,,worst-case*“~-Konzentration) gediingt wurde. Hier lagen die quantifizierba-
ren Gehalte im Bereich von 217,9 ug kgrv™' (Schnitt 1) bis 24,3 ug kgrv™ (Schnitt 5). Griser,
welche auf Baunataler Lo8boden wuchsen, wiesen deutlich geringere Konzentrationen an Sul-
famethazin auf. Eine Quantifizierung oberhalb der Bestimmungsgrenze war zudem nicht in al-
len Grasschnitten und Ansétzen moglich. So konnte in dem 20 mg kg™'-Ansatz kein Sulfame-
thazin nachgewiesen werden, wihrend in Grasproben des 50 mg kg™!-Ansatzes 17,2 pg kgrum™!
(Schnitt 1) bis 9,1 pgkgrv' (Schnitt 5) und in Grisern des 100 mg kg™'-Ansatzes
48,1 ng kgrm™! (Schnitt 1) bis 17,2 ug kgrm™ (Schnitt 5) Sulfamethazin nachweisbar waren.

Die ebenfalls dotierten Wirkstoffe Chlortetracyclin, Doxycyclin und Sulfamethoxazol konnten
fiir keine der Dotierniveaus in den Grasaufwiichsen nachgewiesen werden. Stattdessen war je-
doch der Metabolit N-Acetyl-Sulfamethazin in einigen Grasproben bestimmbar. Dieser Meta-
bolit war zum Zeitpunkt der Diingung nicht in der Giille nachweisbar. Des Weiteren konnte es
nach der Ernte der Pflanzen nicht im Versuchsboden detektiert werden. Dies konnte fiir eine
Bildung im Rhizosphédrenbereich oder in der Pflanze selbst sprechen und wird in Kapitel 5.4.4
gesondert diskutiert.

Anhand der Versuchsergebnisse konnen mehrere Aussagen in Bezug auf das Aufnahmeverhal-
ten ausgewahlter Tetracycline und Sulfonamide in Deutsches Weidelgras getroffen werden. Die
Untersuchungen zeigten, dass Unterschiede sowohl innerhalb einer Wirkstoffgruppe als auch

zwischen den beiden Wirkstoffgruppen bestehen.

Aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide konnte Sulfamethazin von dem Weidelgras aufge-
nommen werden. Da alle Grasschnitte oberhalb der Bodenoberfliche entnommen wurden, kann
von einer Sulfamethazin-Aufnahme iiber das Wurzelsystem mit einer anschlieBenden Verlage-
rung iiber das Xylem ausgegangen werden. Der zweite Vertreter aus der Wirkstoffgruppe der
Sulfonamide, Sulfamethoxazol, war hingegen nicht in dem Weidelgras nachweisbar. Dieser
Wirkstoff unterlag im Zuge des anaeroben Fermentationsprozesses nachweislich einer stirke-

ren Eliminierung als Sulfamethazin (Abbildung 4-20). Am letzten Fermentationstag war Sul-



Diskussion 143

famethoxazol nicht mehr in der Giille quantifizierbar (Tabelle B-3, vgl. Kapitel 5.2), was des-
sen Negativbefund in der Pflanze erklirt. In Arbeiten von Ahmed et al., die das Aufnahmever-
halten von Sulfamethazin und Sulfamethoxazol in Gurken, Tomaten und Salat untersuchten,
konnten Gemeinsamkeiten in Bezug auf das Aufnahmeverhalten der beiden Wirkstoffe heraus-
gestellt werden, wenn diese in der gleichen Wirkstoftkonzentration ohne Giille in den Boden
eingebracht werden (Ahmed et al., 2015). Die beiden Tetracycline (Epi)-Chlortetracyclin und
(Epi)-Doxycyclin konnten nach der Giillefermentation noch in der Giille nachgewiesen werden.
Mit der Abnahme der (Epi)-Chlortetracyclinkonzentration konnte die Bildung des Transforma-
tionsproduktes (Epi)-iso-Chlortetracyclin in der Giille bestimmt werden. Trotz des Eintrages
dieser drei Stoffe iiber die Giillediingung in den Versuchsboden, waren diese nicht in dem Wei-
delgras quantitativ bestimmbar. Die Divergenz im Aufnahmeverhalten der Tetracycline und
Sulfonamide kann anhand der Unterschiede in dem Sorptionsverhalten dieser Antibiotika an
Boden erklart werden (vgl. Kapitel 5.3). Die Sorptionskoeffizienten fiir Tetracycline sind gro-
Ber als die der Sulfonamide, was bedeutet, dass Sulfonamide eine groflere Bioverfligbarkeit fiir
Pflanzen aufweisen (Avisar et al., 2010; Pan and Chu, 2017a). Da lediglich die oberirdischen
Pflanzenteile auf den Antibiotikagehalt untersucht wurden, kann anhand der Ergebnisse keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob eine Aufnahme der Tetracycline {iber die Wurzeln des
Weidelgrases stattgefunden hat. Es ist denkbar, dass die Tetracycline iiber die Wurzel aufge-
nommen und anschlieend nicht weiter iiber den Xylemsaft in der Pflanze verteilt wurden und
somit in der Wurzel akkumulieren. Ein solches Verhalten konnte bereits fiir Reispflanzen, So-
jabohnen und Luzernen beobachtet werden (Boonsaner and Hawker, 2012, 2010; Kong et al.,
2007).

Des Weiteren geht aus der Aufwuchsstudie hervor, dass hohere Sulfamethazin-Konzentratio-
nen im Boden zu hoheren Riickstandsgehalten in dem Weidelgras fiihren. Auch andere Studien
belegen diese Feststellung. Kumar et al. beschrieben beispielsweise fiir die Chlortetracyclin-
aufnahme in grilne Zwiebeln, Mais und Kohl einen solchen Zusammenhang. Dolliver et al.
beobachteten fiir Sulfamethazin einen Konzentrationsanstieg in Kartoffeln mit der Zunahme
der zur Verfiigung stehenden Antibiotikakonzentration im Giille-Boden-Gemisch (Dolliver et
al., 2007; Kumar et al., 2005b). Auch Ahmed et al. untermauern mit ihren Untersuchungen ein
solches Verhalten fiir die Aufnahme von Tetracyclinen und Sulfonamiden in Gurken, Tomaten
und Salat (Ahmed et al., 2015). Dies zeigt, dass Diingemittelanwendungen in hoheren Frequen-

zen durchaus die Antibiotikaaufnahmeraten in die Pflanzen steigern kdnnten.

Zudem konnte eine Tendenz zu abnehmenden Sulfamethazingehalten mit jedem zunehmenden
Grasschnitt festgestellt werden. Eine mogliche Erklérung hierfiir konnte die Zunahme der Ad-
sorption des Wirkstoffes an den Boden mit zunehmender Kontaktzeit sein. Dies kann zu der
Formung nicht-extrahierbarer Riickstéinde beitragen (sieche Fullnote 17). Detailliertere Ausfiih-
rungen hierzu sind Kapitel 5.3 zu entnehmen. Aus den genannten Bindungsmechanismen re-
sultiert eine Konzentrationsabnahme der Wirkstoffe im Bodenporenwasser. Die Bioverfiigbar-
keit fiir die Pflanze sinkt. Chung et al. beobachteten beispielsweise die Abnahme der Wirkstoft-
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konzentrationen von Chlortetracyclin und Sulfathiazol im Boden mit zunehmender Versuchs-
dauer (Chung et al., 2017). Chatterjee et al. geben zudem Hinweise auf eine Sorptionszunahme
an Feststoffe mit der Verweilzeit im Boden (Bailey et al., 2016; Chatterjee et al., 2014). Auch
ein mikrobieller Abbau des Sulfamethazins im Laufe der Aufwuchsperiode ist denkbar. Sowohl
Mikroorganismen aus dem Boden, als auch aus der Giille konnten hieran beteiligt sein. Insbe-
sondere die im Porenwasser gelosten, bioverfiigbaren Wirkstoffe sind fiir einen mikrobiellen
Abbau angreifbar. Dies wiirde zum einen die Bioverfiigbarkeit des Wirkstoffes fiir die Pflanze
senken, kann im Umkehrschluss jedoch auch zu einer Aufnahme unbekannter Transformati-
onsprodukte und Metabolite fithren. Accinelli et al. konnten eine schnellere Eliminierung des
Sulfamethazins in nicht-autoklavierten Béden im Vergleich zu autoklavierten Bdden heraus-
stellen, was fiir einen mikrobiellen Abbau spricht (Accinelli et al., 2007). Chlortetracyclin
zeigte hingegen kein unterschiedliches Verhalten in sterilen und nicht-sterilen Boden (Allaire
et al., 2006). Des Weiteren ist eine Auswaschung (leaching) des Sulfamethazins mit dem GieB3-
wasser in tieferliegende Bodenschichten moglich. Anhand der schichtweisen Untersuchung der
Lysimeterbdden konnte bereits eine Wirkstoffverfrachtung bis in tiefere Bodenschichten (bis
50 cm) bestitigt werden (Abbildung 4-39, Abbildung 4-40). Erfolgt eine Auswaschung in Be-
reiche in der die Pflanze lediglich geringe bis keine Wurzelauslaufer ausgebildet hat, kann keine
oder nur eine verringerte Aufnahme erfolgen. Deutsches Weidelgras erreicht eine maximale
Waurzeltiefe von 10 cm (Elfrich, 2012). Somit sind auch die pflanzenspezifischen Eigenschaf-
ten, wie die Ausbildung des Wurzelsystems, entscheidend. Ein komplexes Zusammenspiel der
genannten abiotischen und biotischen Faktoren sorgt fiir einen Riickgang der frei verfiigbaren
Antibiotikakonzentration im Boden. Die Bodenanalyse nach der viermonatigen Aufwuchsperi-
ode zeigte, dass nur noch ein geringer Teil des Sulfamethazins (<4 %) im Boden unter den
angewendeten Extraktionsbedingungen (Mischung aus Mcllvaine-Puffer pH 6 und Methanol
bei 60 °C im Ultraschallbad) analytisch erfassbar ist. Aufgrund des Losungsmitteleinsatzes und
der hohen Temperatur im Zuge der Extraktion, wird der pflanzenverfiigbare Anteil als geringer
eingeschétzt. Die tatsdchlich im Boden enthaltenen Riickstinde konnten hingegen durch die
Bildung nicht-extrahierbarer und gebundener Riickstinde, sowie durch Sequestrierungspro-
zesse hoher sein. Hier konnte wie bereits in Kapitel 5.3 erwédhnt eine Limitierung der Extrak-
tionsmethode vorliegen, wodurch diese Anteile analytisch nicht erfasst werden. Neben Sulfa-
methazin waren auch je < 10 % (Epi)-Chlortetracyclin und (Epi)-Doxycyclin in den Versuchs-
bdden nachweisbar. Aufgrund der Persistenz der Wirkstoffe im Boden, kdnnte die Desorption
und die damit verbundene Remobilisierung der gebundenen oder sequestrierten Riickstdnde im
Laufe der Jahre eine Rolle spielen. Dies konnte beispielsweise iiber Bodenerosionsprozesse
initiiert werden (Miiller et al., 2003). Eine Aufnahme in Pflanzen, welche mehrjéhrig wachsen,

wire somit nicht ausgeschlossen.

Die durchgefiihrte Aufwuchsstudie zeigt ferner, dass deutlich hohere Sulfamethazinkonzentra-
tionen in Weidelgras aufgenommen wurden, welches auf Volkmarser Sandboden wuchs. Auch
Goldstein et al. konnten ein groBeres Aufnahme- und Akkumulationspotential von Antibiotika

in Pflanzen feststellen, die auf Boden kultiviert wurden, welche einen geringen organischen
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Gehalt und Tonanteil aufwiesen (Goldstein et al., 2014). Die groBten Unterschiede in Bezug
auf die physikalisch-chemischen Bodeneigenschaften der gewéhlten Versuchsboden liegen in
dem Gehalt an Tonminerale und dem Kationengehalt. Aufgrund des hohen Tonanteils im Lo83-
boden, wurde diesem bereits in Kapitel 5.3 eine hohe Kationenaustauschkapazitit zugespro-
chen. Hieraus resultiert eine starke Adsorption der Antibiotika an den LéBboden (Aristilde et
al., 2016; Roder et al., 2007). Die Adsorption von Sulfonamiden und Tetracyclinen an den
Oberflachen und in den Zwischenschichten von Tonmineralen wurde bereits nachgewiesen (Fi-
gueroa et al., 2004; Gao and Pedersen, 2005; Kulshrestha et al., 2004). Dies spiegelt sich auch
in den hoheren K¢-Werten der Substanzen in LoBbdden wider (Boxall et al., 2002; Thiele, 2000;
Thiele-Bruhn, 2003). Hierdurch sinkt die Bioverfiigbarkeit der Wirkstoffe fiir die Pflanzen. In
diesem Zusammenhang sei auf Kapitel 5.3 verwiesen. Das Bodengefiige zeigt ebenfalls grofie
Unterschiede. Im Sandboden liegen die Bodenteilchen lose nebeneinander vor. Er wird als Ein-
zelkorngefiige beschrieben und weist eine geringe Wasserspeicherkapazitit auf. LoBboden zei-
gen ein Kohirentgefiige, die Bodenteilchen sind miteinander verklebt und es resultiert ein hohes
Wasserspeicher- und Quellvermdgen. Rosendahl et al. beschrieben, dass mit der Feuchtigkeit
im Boden eine Zunahme der Bindungsstellen an SOM korreliert (Rosendahl et al., 2011). Dies
konnte zu einer Verringerung des pflanzenverfiigbaren Wirkstoffgehaltes im LoBboden fithren

und untermauert die Ergebnisse dieser Arbeit.

5.4.2 Antibiotikaiibergang in Mohren der Sorte ,,Almaro*

Bei dem Mohrenaufwuchs waren die Antibiotikaaufnahmerate und die Verteilung der Antibio-
tika in die einzelnen Pflanzenkompartimente ebenfalls wirkstoffspezifisch. Zudem waren die
Aufnahmeraten von der Giillevorbehandlung abhingig (Tabelle B-6, Tabelle B-7, Abbildung
4-26 bis Abbildung 4-30). In den Mohren konnten alle dotierten Antibiotika nachgewiesen

werden.

Die hochsten Antibiotikagehalte aller Wirkstoffe wurden in den Mohrenwurzeln detektiert. Im
Aufwuchsansatz mit gelagerter Giille wiesen die Wurzeln noch 1,2 % Chlortetracyclin, 4,6 %
Doxycyclin, 32,9 % Sulfamethoxazol und 10,5 % Sulfamethazin in Bezug auf die urspriinglich
dotierte Konzentration auf. Die Mdhrenschalen wiesen die zweithdchsten Antibiotikagehalte
auf. Diese enthielten 0,1 % Chlortetracyclin, 0,6 % Doxycyclin, 2,9 % Sulfamethoxazol und
1 % Sulfamethazin bezogen auf die urspriingliche Konzentration im Boden. In der Mohrenriibe
waren Spuren an Doxycyclin (0,04 %), sowie 3,5 % Sulfamethoxazol und 0,3 % Sulfamethazin
gemil der urspriinglichen Menge quantitativ enthalten. Im Mohrengriin waren lediglich 0,7 %
Sulfamethoxazol und 0,8 % Sulfamethazin der Ursprungskonzentration nachweisbar. Die
Riickstandsgehalte in Ansdtzen mit fermentierter Rindergiille waren deutlich hoher als die der
gelagerten Ansitze. Bezogen auf die dotierte Antibiotikamenge waren 26,2 % Chlortetra-
cyvclin, 18,5 % Doxycyclin und 19,3 % Sulfamethazin in den Méhrenwurzeln nachweisbar. In
der Mdhrenschale waren 0,3 %, 4,4 % und 1,2 % der dotierten Konzentration an Chlortetracyc-

lin, Doxycyclin und Sulfamethazin nachweisbar. Die Mohrenriibe wies lediglich Riickstinde
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an Doxycyclin (0,2 % der dotierten Menge) und Sulfamethazin (0,4 % der dotierten Menge)
auf. In dem Mohrengriin wurde Sulfamethazin (1,4 % der dotierten Menge) nachgewiesen. Die
Verlagerung in die einzelnen Pflanzenkompartimente (Wurzel, Schale, Riibe, Griin) war wirk-
stoffspezifisch. In Abbildung 5-5 ist eine quantitative Reihung der Verlagerung dargestellt.
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Abbildung 5-5: Verteilung der Antibiotikawirkstoffe in den Mohrenkompartimenten. Die Zu-
nahme der Farbintensitdt ist analog zur Zunahme der Wirkstoffkonzentration.

Mohrenwurzel

Studien von Eggen et al., Kurwadkar et al., Migliore et al. und Ahmed et al. beobachteten fiir
Gerste, MoOhren, Luzerne, Gurken, Tomaten und Salat ebenfalls die h6chsten Wirkstoffkon-
zentrationen in den Wurzeln der untersuchten Pflanzen (Ahmed et al., 2015; Eggen et al., 2011;
Goldstein et al., 2014; Kurwadkar et al., 2017; Migliore et al., 1996), was die Ergebnisse dieser
Arbeit untermauert. Dolliver et al. untersuchten das Aufnahmeverhalten von Sulfamethazin in
Kartoffeln. Auch hier war die hochste Wirkstoffkonzentration in den Wurzeln und der Schale
zu finden. Die Autoren nannten als moglichen Grund eine duflerliche Adsorption bedingt durch
den direkten Kontakt zum antibiotikahaltigen Boden. Eine Diffusion der Antibiotika iiber die
Schale ins Pflanzeninnere wurde ebenfalls als Moglichkeit in Betracht gezogen, zumal der Sul-
famethazingehalt von der Schale ins Pflanzeninnere abnahm (Dolliver et al., 2007). In Studien
von Boxall et al. wurde zudem eine hohere Antibiotika-Akkumulation in Karottenschalen fest-
gestellt (Boxall et al., 2006). Eine konkrete Aussage dariiber, ob die Substanzen bei dem vor-
liegenden Aufwuchsversuch lediglich &duflerlich anhafteten oder in das Pflanzeninnere aufge-
nommen wurden ldsst sich nicht abschlieBend klaren. Es wére denkbar, dass geringe Mengen

Boden trotz Sduberung der Wurzeln und der ungeschélten Riiben noch an diesen anhafteten.

Die Mechanismen fiir die Antibiotikaaufnahme in Pflanzen sind bislang nicht vollstindig ver-
standen (Pan and Chu, 2017a) (Kapitel 1.7.2). Erklarungsansétze in der Literatur fehlen oder
sind widerspriichlich. Tetracycline und Sulfonamide sind ionisierbare Substanzen, die abhéngig

von dem umgebenden pH-Wert dissoziieren. Die Dissoziationskonstanten der verwendeten
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Wirkstoffe sind in Tabelle 5-1 gegeniibergestellt. Tetracycline werden tliber drei pKa.-Werte
beschrieben, Sulfonamide {iber zwei. Im Folgenden wird das beobachtete Aufnahme- und Ver-
teilungsverhalten der vier dotierten Antibiotika in der Mdhre diskutiert. Dies geschieht anhand
des Dissoziationsverhaltens der Wirkstoffe in Abhéngigkeit des Boden- und Pflanzen-pH-Wer-
tes.

Tabelle 5-1: Dissoziationskonstanten ausgewdhlter Tetracycline und Sulfonamide.

Wirkstoffe pKai pKa2 pKa3 Literatur
P —
Chlortetracyclin 3,33 7,55 9,33 (Qiang and Adams, 2004)

Doxycyclin 3,02 7,97 9,15 (Qiang and Adams, 2004)
Sulfamethazin 2,07 7,49 (Qiang and Adams, 2004)
Sulfamethoxazol 1,85 5,60 (Qiang and Adams, 2004)

Sulfonamide liegen bei einem pH-Wert kleiner des pKai-Wertes als Kation durch Protonierung
der Aminogruppe vor (1). Bei pKa1 < pH < pKa liegen Sulfonamide zum gréften Teil neutral
vor (2) und bei pH > pKa> dominiert die anionische Form durch Deprotonierung der Sulfonsiu-
reamid-Gruppe (3) (Abbildung 5-6).

(@] (o] (e} (6] (@] (o]
\V/4 \V/4 \V/4
R s _R §_ R
N N N
T = ry - 0r
, H H
NH3 HN H,N
pH < pK,, PKy < PH < pK, pH > pK,,

O ) @)
Abbildung 5-6: Dissoziation von Sulfonamiden. Modifiziert nach (Avisar et al., 2010).

Bei Tetracyclinen herrscht die Kationenform (+00) durch Protonierung der Dimethylammo-
nium-Gruppe (1) bei einem pH-Wert kleiner des pKai1 vor. Die Zwitterionen-Form (+-0) ent-
steht durch die Deprotonierung der OH-Gruppe an Cs (2) bei pKar < pH < pKa2. Das Anion
(+-- (3) oder 0--) wird bei pH > pKa> durch die Protonenabgabe an der Phenoldiketon-Struktur
gebildet (Abbildung 5-7) (Sithole and Guy, 1987).

pKa1 < pH < pKa2 pH > pK
) 3)

Abbildung 5-7: Dissoziation von Tetracyclinen. Modifiziert nach (Avisar et al., 2010).
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Die pH-Werte der Versuchsbdden ,,Volkmarser Sand*“ und ,,Baunataler L63* liegen mit 6,8 und
7,4 im neutralen Bereich (Tabelle 3-11). Aus Abbildung 5-8 und Tabelle 5-2 ist erkenntlich,
dass Sulfamethazin in dem pH-Bereich des Sandbodens hauptséchlich in seiner neutralen Form
(85 %) vorliegt. Im LoBboden herrscht hingegen ein ausgeglichenes Verhiltnis der neutralen
(55 %) zur anionischen (45 %) Spezies vor. Sulfamethoxazol steht im Boden aufgrund des ge-
ringeren pKax-Wertes von 5,6 zum grofiten Teil in der anionischen Form (94 % bis 98 %) der
Pflanze zur Verfiigung. Im Sandboden liegen Chlortetracyclin und Doxycyclin zu 85 % und
94 % zwitterionisch und zu 15 % und 6 % anionisch vor. Im LoBboden ist der Anteil der zwit-
terionischen Form etwas geringer. Dieser betragt fiir Chlortetracyclin 59 % und fiir Doxycyclin
79 %. Die zwitterionische Form der Tetracycline kann tiber die in Kapitel 5.3 genannten Me-
chanismen starke Wechselwirkungen mit dem Boden eingehen (Avisar et al., 2010; Kulshrestha
et al., 2004).

Fraktion der Spezies

Fraktion der Spezies

PKyy=3,33

SMZ (+)
—SMZ (0)

SMZ (1)

Fraktion der Spezies

——CTC(+)
CTC (+0)

—CTC ()
CTC(0-)

Fraktion der Spezies

PKiy = 3,02

pH-Wert

SMX (+)
—SMX (0)

SMX ()

DOX (+)
DOX (+0)

PK3=9,15

——DOX (+-)
DOX (0-)

Abbildung 5-8: Dissoziationskurven fiir die in dieser Arbeit untersuchten Sulfonamide (oben)

und Tetracycline (unten).

Tabelle 5-2: Dissoziationsverhalten der Tetracycline und Sulfonamide in Abhdngigkeit des um-
gebenden Milieus.

Sandboden Lofiboden Apoplast / Xylem Cytoplasma Phloem
pH 6,8 7,4 5-6 7-17,5 8
|
CTC | 85 % zwitterionisch | 59 % zwitterionisch | 98 % zwitterionisch | 66 % zwitterionisch | 71 % anionisch (+--)
15 % anionisch 41 % anionisch 2 % anionisch 34 % anionisch 25 % zwitterionisch
4 % anionisch (0--)
DOX | 94 % zwitterionisch | 79 % zwitterionisch | 100 % zwitterionisch | 84 % zwitterionisch | 50 % anionisch (+--)
6 % anionisch 21 % anionisch 16 % anionisch 47 % zwitterionisch
3 % anionisch (0--)
SMZ | 83 % neutral 55 % neutral 99 % neutral 63 % neutral 76 % anionisch
17 % anionisch 45 % anionisch 1 % anionisch 37 % anionisch 24 % neutral
SMX | 94 % anionisch 98 % anionisch 56 % neutral 98 % anionisch 100 % anionisch
6 % neutral 2 % neutral 44 % anionisch 2 % neutral
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Wie in Kapitel 5.3 herausgestellt, ist die Bindung von Tetracyclinen an Bestandteile des Bo-
dens stirker als die der Sulfonamide. So zeigten die Tetracycline in den Lysimeterbdden eine
Persistenz im Oberboden, wiahrend die Sulfonamide mit dem Sickerwasser in die Bodencluate
gelangten. Zudem untermauern die in der Literatur genannten Kq-Werte die deutlich bessere
Bioverfiigbarkeit der Sulfonamide im Boden. Eine Pflanzenaufnahme der Sulfonamide wird
aufgrund dessen als wahrscheinlicher betrachtet (Figueroa-Diva et al., 2010; Pan and Chu,
2016).

Wie bereits in Kapitel 1.7 erwéhnt, wird nach Literaturangaben die Meinung vertreten, dass
neutrale Substanzen bevorzugt iiber die Wurzeln aufgenommen werden, wihrend geladene
Substanzen die Biomembranen nur sehr langsam passieren konnen (Trapp and Legind, 2011).
Auch Malchi et al. untermauern dies, indem sie nicht-ionische Pharmaka in deutlich héheren
Konzentrationen in Kartoffeln und Mohren fanden, als ionische Substanzen (Malchi et al.,
2014). Die neutrale Form des Sulfamethazins sollte gemal der vorliegenden Erkenntnis aus
Literaturdaten daher gut von Pflanzen aufgenommen werden. Der interzelluldre Raum (Apop-
last) und das Xylem weisen einen pH von 5 — 6 auf (Goldstein et al., 2014). Sulfamethazin liegt
dort aufgrund der Dissoziationskonstanten zu 99 % in der neutralen Form vor. Eine Transloka-
tion dieser Substanz iiber den Xylem-Saft in oberirdische Pflanzenkompartimente ist aufgrund
der Wirkstoffeigenschaften wahrscheinlich (Mathews and Reinhold, 2013). Auch bei einer
Aufnahme des Wirkstoffes iiber den symplastischen Weg ist der GroBteil des Sulfamethazins
im Cytoplasma neutral (63 %) und gut verlagerbar. Der Nachweis des Sulfamethazins in allen
Pflanzenkompartimenten bis hinein in das oberirdische M6hrengriin bestétigt die gute Translo-
kation innerhalb der Pflanze in der Praxis. Sulfamethoxazol besitzt im Gegensatz zu Sulfame-
thazin einen niedrigeren pKa>-Wert. Der Wirkstoff miisste aufgrund des Vorherrschens der An-
ionenform eine bessere Bioverfiigbarkeit im Boden aufweisen als Sulfamethazin (vgl. Kapitel
5.3). Eine geringe Sorptionsneigung an den Boden, spricht jedoch nicht uneingeschriankt fiir
eine gute Pflanzenaufnahme. Laut Trapp und Legind wird die Aufnahme der anionischen Wirk-
stoffform als langsamer Prozess verstanden (Trapp and Legind, 2011). Als Grund hierfiir wird
das negative elektrische Zellmembranpotential genannt, was zu repulsiven Wechselwirkungen
mit dem Anion fiihrt (Devillers, 2009; Schopfer and Brennicke, 2010). Der Nachweis des Wirk-
stoffes im oberirdischen Mdhrengriin l4sst dennoch darauf schlieen, dass ein Teil des Wirk-
stoffes liber die Wurzel oder die Schale aufgenommen und weiter mit dem Xylem-Saft verlagert
wurde. Dies konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass Pflanzen in der Lage sind, eine pH-Wert-
Anderung im Rhizosphirenbereich (2 — 3 mm um die Wurzel) durchzufiihren (Cheng and
Kuzyakov, 2005; Hinsinger et al., 2003; Marschner et al., 1986). Hierdurch konnen die oben
genannten Gleichgewichtsreaktionen verschoben werden. Im Falle einer pH-Wert-Absenkung
ist die Aufnhahme von Sulfamethoxazol begiinstigt, da sich das Sdure-Base-Gleichgewicht hin
zur neutralen Form des Sulfamethoxazols verschiebt. In diesem Fall konnte eine Aufnahme
stattfinden. Erfolgt die Aufnahme des Sulfamethoxazols iiber den apoplastischen Weg, ist auf-

grund des pH-Wertes des interzelluldren Raumes und des Xylems eine gute Verlagerung mit
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dem Xylem-Saft in obere Pflanzenbereiche moglich, da die Substanz dort pH-bedingt haupt-
sdchlich neutral vorliegt (56 %). Die anionische Form konnte hingegen aufgrund repulsiver
Wechselwirkungen mit geladenen Zellmembranen in ihrem Transport gehindert sein. Bei Ein-
tritt in die Wurzel iiber den symplastischen Weg, ist das Durchqueren des Cytoplasmas nétig.
In dem Cytoplasma der Pflanze (pH 7 — 7.5) liegt der Wirkstoff zu 98 % anionisch vor. Die
Mobilitdt der anionischen Form kann durch ion-trapping eingeschréinkt sein, was zu einer Ak-
kumulation des Wirkstoffes in der Wurzel gefiihrt haben konnte. Diese Vermutung wird durch
die hohen Wirkstoffnachweise in der Wurzel untermauert.

Im Boden dominiert die zwitterionische Form der Tetracycline. Es gibt derzeit wenige Arbeiten
iiber die Aufnahme und Akkumulation von zwitterionischen chemischen Spezies durch Pflan-
zen (Boonsaner and Hawker, 2012). Die Passage der Biomembranen wird durch die Ladungen
nur in begrenztem Mal3e stattfinden. Im Apoplasten und im Xylem dominiert die Zwitterionen-
form. Bei Transport iiber den Apoplasten oder transmembranen Weg wire eine Verlagerung in
weitere Pflanzenteile denkbar. Repulsive Wechselwirkungen mit den Ladungen der Zellmemb-
ranen konnten diesen jedoch hindern. Der symplastische Weg wird aufgrund der Membranpas-
sagen und deren Ladungen ebenfalls verlangsamt sein, da hier neben der zwitterionischen Form
noch die anionische Form zu 34 % vorliegt. Bei dem vorliegenden Mdhrenaufwuchs konnten
Tetracycline in der Wurzel und der Schale nachgewiesen werden. Wie oben erwéhnt, konnte
dies durch duBerlich anhaftende Bodenbestandteile bedingt sein. Eine Aufnahme iiber die Wur-
zeln konnte jedoch ebenfalls stattgefunden haben. Aufgrund der Ladungen wird jedoch vermu-
tet, dass durch ion-trapping die Translokation aus der Wurzel in andere Pflanzenteile ein-
schrinkt ist und es in der Wurzel zu einer Akkumulation kommt. Die Verlagerung der Tetra-
cycline bis in das Mdhrengriin konnte in der Praxis nicht bestétigt werden und wiirde diese
Vermutung untermauern. In verschiedensten Veroffentlichungen wurden Tetracycline in ober-
irdischen Pflanzenteilen wie Blattern und Halmen nachgewiesen (Ahmed et al., 2015; Azanu
et al., 2016) (Tabelle C-6 bis Tabelle C-9). Dies steht im Gegensatz zu den gewonnenen Er-
kenntnissen dieser Arbeit. Der Diskussionsteil zu der verdffentlichten Literatur enthélt meist
keine Angaben iiber den vorliegenden Ladungszustand der Wirkstoffe in dem Expositionsme-
dium und den Pflanzenkompartimenten. Eine Erklarung fiir das beobachtete Aufnahmeverhal-
ten, wie in dieser Arbeit vorgenommen wurde, ist nicht gegeben. Ein maBBgebender Unterschied
zwischen den beiden genannten Arbeiten und dieser Arbeit besteht in der Versuchsdurchfiih-
rung. Wihrend in dieser Arbeit die Antibiotikazufuhr tiber Giille erfolgte, wurde bei den beiden
beschriebenen Versuchen eine Antibiotikadotierung iiber das Giewasser vorgenommen. Somit
ist nicht auszuschlieBen, dass die nachgewiesenen Antibiotika duflerlich an den Bléttern anhaf-
teten oder liber diese aufgenommen wurden. Bei Aufnahme der Wirkstoffe iiber die Blétter ist
ebenfalls eine Wirkstoffverlagerung in untere Pflanzenteile liber das Phloem mdoglich. Die Aus-
bildung des Wurzelsystems kann ebenfalls die Pflanzenaufnahme beeinflussen. In der vorlie-
genden Arbeit wurden Samen von Weidelgras und Mdhren in den mit antibiotikahaltiger Giille
gediingten Versuchsboden ausgesit. Bei den genannten Studien erfolgte zunéchst eine zweiwo-

chige Aufzucht der Pflanzen. Die jungen Pflanzen wurden nach Ausbildung des Wurzelsystems
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2 x wochentlich gegeniiber antibiotikahaltigem GieBwasser exponiert. Die absolut aufgebrach-
ten Antibiotikagehalte waren zudem deutlich hoher als in dieser Arbeit. Des Weiteren spielt die
Boden-Wirkstoff-Interaktion einen entscheidenden Faktor, der in der vorliegenden Arbeit mit-
beriicksichtigt wurde. Die Zusammensetzung des Bodens nimmt einen mafigebenden Einfluss
auf den Riickhalt der Tetracycline. Sie sorbieren stark an Bodenpartikel, was deren Bioverfiig-
barkeit flir die pflanzliche Aufnahme und Degradationsprozesse herabsetzt (vgl. Kapitel 5.3)
(Ahmed et al., 2015; Hu et al., 2010b; Lunestad and Gokseyr, 1990; Wu et al., 2015).

Neben dem Ladungszustand, wird in der Literatur auch hdufig die molare Masse als limitieren-
der Faktor fiir eine gute Pflanzenverfiigbarkeit von Wirkstoffen angesehen. Kumar und Gupta
stellten eine bevorzugte Antibiotikaaufnahme in Pflanzen fiir Wirkstoffe mit einem Molekular-
gewicht < 300 g mol! heraus (Kumar and Gupta, 2016). Auch Reitz et al. untermauerten diesen
Zusammenhang, indem die Autoren fiir Wirkstoffe mit einem Molekulargewicht
<390 g mol! eine hdhere Antibiotikaaufnahme postulierten (Reitz et al., 2016). Die beiden
Sulfonamide erfiillen diese Kriterien, wiahrend die Tetracycline ein hoheres Molekulargewicht
aufweisen, was ebenfalls fiir deren verminderte Pflanzenaufnahme sprechen konnte. Des Wei-
teren konnten Lipinski et al. und Ghose et al. in ihren Forschungsarbeiten herausstellen, dass
eine Wirkstoffaufnahme und deren Bioverfiigbarkeit im menschlichen Organismus durch die
zunehmende Anzahl der Donatoren bzw. Akzeptoren von Wasserstoftbriickenbindungen (OH,
NH, O, N) in einem Molekiil negativ beeinflusst wird (Ghose et al., 1999; Lipinski et al., 2012).
Die beiden Tetracycline besitzen zehn H-Donatoren und —Akzeptoren, wihrend die untersuch-
ten Sulfonamide lediglich sechs H-Donatoren und —Akzeptoren im Molekiil aufweisen. Die
genannten Griinde lassen vermuten, dass ein Grofiteil der nachgewiesenen Tetracycline duf3er-
lich an der Wurzeloberfliche und der Mdhrenschale anhaften. Durch die Wurzelausldufer mit
Wurzelhaaren und die Schale, besitzt die Mohre im Vergleich zu ihrem Volumen eine grofle
Oberflache. Diese Oberfliche bietet viele Bindungspldtze an denen Antibiotika adsorbieren
konnen. Insbesondere fiir Wurzelgemiise konnen Tetracyclin-Kontaminationen somit von Be-

deutung sein.

Trotz der geringeren Antibiotikaeliminierung im Zuge der Giillelagerung im Vergleich zur Fer-
mentation (Abbildung 4-31, Abbildung 4-32) und den damit verbundenen héheren Antibio-
tikaeintrdgen in den Versuchsboden, wurden in Mdhren welche mit gelagerter Giille gediingt
wurden niedrigere Konzentrationen an Chlortetracyclin, Doxycyclin und Sulfamethazin detek-
tiert. Hierfiir konnten die unterschiedlichen Trockenmassen der Giillen verantwortlich sein (Ta-
belle 4-15). Gelagerte Giille wies mit 9,5 % eine deutlich héhere Trockenmasse auf als fermen-
tierte Giille mit nur 7,1 %. Durch die hohere Trockenmasse ist gelagerte Giille viskoser und
kann den Boden folglich schlechter durchdringen, was wiederum mit einer herabgesetzten Ver-
teilung der Wirkstoffe im Boden korreliert. Des Weiteren adsorbieren Tetracycline und Sulfo-
namide an organische Bodensubstanz. Diese wird durch den Giilleeintrag (enthilt z.B. Humin-
stoffe und organischen Kohlenstoff) erhdht und ist im Falle der Ansdtze mit feststoffreicher
gelagerter Glille vermutlich hoher als in Ansédtzen mit fermentierter Giille. Dies spricht fiir eine
starkere Bindung der Wirkstoffe an den Boden, welcher mit gelagerter Giille beaufschlagt
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wurde. Die Bodenanalyse bestdtigte diese Vermutung. So enthielten Boden mit gelagerter Giille
nach der Ernte weniger Antibiotika. Dies kann auf die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstinde
zuriickgefiihrt werden. Die Verfligbarkeit fiir die Pflanzen ist verringert. Fiir eine ausfiihrliche
Erklarung des Sorptionsverhaltens der einzelnen Wirkstoffe im Boden (Bildung gebundener
Riickstinde, Sequestrierung) sei an dieser Stelle auf Kapitel 5.3 verwiesen. Sulfamethoxazol
war hingegen lediglich in Ansétzen mit gelagerter Giille nachweisbar. Dies wird auf die Elimi-
nierung des Wirkstoffes wéhrend der Fermentation zurilickgefiihrt (Tabelle B-8 bis Tabelle B-
10).

5.4.3 Betrachtung der Ergebnisse im Kontext mit der Literatur

Zahlreiche Studien wurden bereits zur Aufnahme von Antibiotika in Pflanzen durchgefiihrt
(Ahmed et al., 2015; Azanu et al., 2016; Boonsaner and Hawker, 2012, 2010; Boxall et al.,
2006; Carter et al., 2014; Chitescu et al., 2013; Chung et al., 2017; Dolliver et al., 2007; Franklin
et al., 2016; Freitag et al., 2008; Goldstein et al., 2014; Grote et al., 2009; Grote et al., 2007,
Grote et al., 2006; Hawker et al., 2013; Herklotz et al., 2010; Holling et al., 2012; Jacobsen et
al., 2004; Kang et al., 2013; Kong et al., 2007; Kumar et al., 2005b; Kurwadkar et al., 2017; Li
etal., 2013; Liu et al., 2011; Michelini et al., 2015; Migliore et al., 1996; Pan and Chu, 2017a).
Der Vergleich der erhobenen Daten aus den beiden Aufwuchsstudien dieser Arbeit untereinan-
der und mit Untersuchungsergebnissen aus der Literatur (Tabelle C-6 bis Tabelle C-9) erweist
sich als schwierig, da sich die Aufwuchsstudien erheblich im Hinblick auf die Versuchsdurch-
fiihrungen unterschieden. So wurden beispielsweise Pflanzen in Ndhrmedien (Hydrokultur)
aufgezogen oder auf Versuchsbdden kultiviert (Lysimeter-, Gefda-, Freiland-, Gewéchshaus-
versuche), welche unterschiedliche physikalisch-chemische Eigenschaften aufwiesen (Sandbo-
den, LoBboden). Des Weiteren wurden einige Studien unter kiinstlichen Temperatur- und Licht-
verhéltnissen durchgefiihrt, wihrend Pflanzen anderer Studien realen Bedingungen ausgesetzt
waren. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal lag in der Art der Antibiotikazugabe. Diese er-
folgte im Falle von Hydrokulturen durch Dotierung der Néhrlosung. Bei Aufwiichsen erfolgte
die Wirkstoffzugabe iiber das GieBwasser, durch direkte Einmischung in den Boden oder iiber
die Diingung mit antibiotikabelasteter Giille (Pan and Chu, 2017a; Wu et al., 2015). Hierbei
sind auch die Einarbeitungstiefe der Wirkstoffe, die verwendeten Konzentrationen und die Fre-
quenzen der Antibiotikaeintrdge entscheidend. Im Falle der Antibiotikazugabe iiber Gille,
wurde in einigen Studien eine direkte Anreicherung der tierischen Exkremente vorgenommen,
in anderen Studien wiederum wurden Ferkel mit Antibiotika behandelt und deren Ausscheidun-
gen zur Diingung verwendet. Bei letzterer Vorgehensweise konnen auch im tierischen Organis-
mus gebildete Metabolite in den Ausscheidungen vorhanden sein, die ebenfalls in den Boden
eingetragen werden. Ferner stammt die verwendete Giille von verschiedenen Tierarten, einige
verwendeten Schweinegiille, andere Rindergiille. Auch die Giillevorbehandlungen unterschie-
den sich (keine Behandlung, Lagerung, Fermentation, Sauerstoffbedingungen). Unterschiede
in der Dauer der Fermentation und Lagerung fiihren zudem zu unterschiedlichen Eliminierungs-

raten der Wirkstoffe in der Giille und damit verbunden zu verdnderten Konzentrationseintragen
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in den Boden. Der Zeitpunkt der Antibiotikazugabe variierte zudem, so wurden einige Pflanzen
auf antibiotikahaltigen Boden ausgesit, wihrend andere Pflanzen erst in élteren Vegetations-
stadien nach Ausbildung des Wurzelsystems gegeniiber Antibiotika exponiert wurden. Nicht
zuletzt sind auch die gewihlten Pflanzenarten und die Aufwuchsperioden, sprich die Expositi-

onszeiten, verschieden.

Aufgrund der zahlreichen genannten Unterschiede in Bezug auf die Versuchsdurchfiihrungen,
variieren die berechneten Aufnahmeraten. Bei hydroponisch (d.h. in Néhrlosung) kultivierten
Pflanzen ist der experimentelle Aufwand deutlich geringer als bei den durchgefiihrten Auf-
wuchsstudien dieser Arbeit. Das komplexere Pflanzen-Bodensystem berticksichtigt die Biover-
fiigbarkeit einer Verbindung im Versuchsboden, was geméfl den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit einen entscheidenden Einfluss auf die Wirkstoffaufnahmeraten in die Pflanzen nimmt.
Transformationsprozesse in der Giille und im Boden sowie Sorptionseffekte werden beriick-
sichtigt. Aufwuchsstudien sind somit ein realitétsnaher Ansatz zur Abschitzung und Uberprii-
fung des Umweltverhaltens von Schadstoffen. Der Versuchsboden zeigte sich als natiirlicher
Filter und so sind die nachgewiesenen Konzentrationen in Pflanzen, die in Nahrmedien wuch-
sen, deutlich hoher. Hydroponische Studien lassen sich nicht fiir eine Risikoabschitzung des
Verbrauchers durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel heranziehen. Sie konnen ledig-
lich Metabolismus, Aufnahme-, und Verteilungsprozesse innerhalb der Pflanze abbilden und

besitzen eine hohe Reproduzierbarkeit.

In Tabelle C-6 bis Tabelle C-9 sind die in dieser Arbeit nachgewiesenen Gehalte an Tetracyc-
linen und Sulfonamiden in Weidelgras und Mdhren sowie Untersuchungsergebnisse aus der
Literatur zum Aufnahmeverhalten von Antibiotika in verschiedene Pflanzenarten dargestellt.
Die deutlich hoheren Aufnahmemengen der Sulfonamide im Vergleich zu Tetracyclinen wird
auch anhand der Literaturdaten bestétigt. Tetracycline konnten in der vorliegenden Arbeit le-
diglich in unterirdischen Pflanzenteilen nachgewiesen werden. Chitescu et al. untersuchten
ebenfalls das Aufnahmeverhalten von Tetracyclinen und Sulfonamiden in Weidelgras. Im Rah-
men der Studie konnten die Autoren ebenfalls keine Tetracycline nachweisen. Der Nachweis
von Sulfonamiden war hingegen positiv (Chitescu et al., 2013). Dies steht im Einklang mit den
Erkenntnissen aus dieser Arbeit und bekriftigt die Annahme der stérkeren Sorption der Tetra-

cycline an Bodenpartikel.

Andere Studien untermauern zudem, dass in den Wurzeln deutlich héhere Riickstandskonzent-
rationen nachweisbar sind, als in den Blattern der Pflanzen (Ahmed et al., 2015; Grote et al.,
2009; Herklotz et al., 2010; Kurwadkar et al., 2017; Migliore et al., 1996). Auch die prozentu-
alen Aufnahmeraten waren in anderen Studien gering. So zeigten die Aufwuchsstudien, dass
Pflanzen meist weniger als 2 % der zugefiigten Wirkstoftkonzentration aufnehmen kénnen
(Chitescu et al., 2013; Dolliver et al., 2007; Kumar et al., 2005b).
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5.4.4 Bildung von Abbau- und Transformationsprodukten - Pflanzenmetabolismus

Fiir die geringen Transferraten der Antibiotika aus dem Giille-Boden-Gemisch in die Pflanzen
konnen auf der einen Seite die in Kapitel 5.2 und 5.3 beschriebenen Sorptions- und Abbau-
bzw. Transformationsmechanismen in der Boden- oder Giillematrix verantwortlich sein. Wei-
terhin konnen Abbau- und Transformationsprozesse im Rhizosphdrenbereich oder in der
Pflanze selbst stattfinden. Dem pflanzlichen Metabolismus werden Ahnlichkeiten zu dem
menschlichen und tierischen Metabolismus zugeschrieben (Huber et al., 2012; Huber et al.,
2009). Haufig wird die Bezeichnung ,,griine Leber (green liver) verwendet. Der pflanzliche
Metabolismus wird in drei Phasen unterteilt: Phase I ist eine Aktivierungsreaktion (enzymati-
sche Einflihrung polarer funktioneller Gruppen), in Phase II bildet die Substanz bzw. deren
Phase-I-Metaboliten Konjugate mit kleinen Biomolekiilen (z.B. Glutathion, Glucose, Amino-
sduren). Hierdurch soll die Hydrophilie und Mobilitit der Ursprungssubstanz gesteigert wer-
den. In Phase III kann die Substanz in die Vakuolen der Pflanze eingelagert oder gespalten und
abgebaut werden. Des Weiteren ist die Bildung gebundener Riickstinde mit den Zellwidnden
oder deren Verlagerung in andere Pflanzenteile moglich (Mathews and Reinhold, 2013; Wu et
al., 2015). N-Acetyl-Sulfamethazin wurde im Griin des Weidelgrases und in den Wurzeln und
Blittern der Mohren quantitativ nachgewiesen. In Giille und Boden war N-Acetyl-Sulfame-
thazin nicht nachweisbar, was einen Eintrag tiber das Expositionsmedium nahezu ausschlief3t.
Eine mogliche Bildung des Metaboliten kdnnte daher durch Bodenbakterien oder Pilze im Rhi-
zosphirenbereich (durchwurzelter Bodenbereich) induziert worden sein. Mathews et al. konn-
ten bereits bakterielle Abbauprodukte von Sulfonamiden nachweisen (Mathews and Reinhold,
2013). In weiteren Studien konnte die Aktivitdt von N-Acetyltransferasen in Pilzen nachgewie-
sen werden, die im Rhizosphirenbereich mit Leguminosen Symbiosen bildeten (Rodrigues-
Lima et al., 2006). Ein moglicher anderer Ansatz fiir das Auffinden des Metaboliten im Griin
des Weidelgrases und in den Wurzeln und Blattern der MShren konnte hingegen auch auf eine
Bildung in der Pflanze zuriickzufiihren sein. Der Hauptmetabolit im Tier ist die N-acetylierte
Form der Sulfonamide. In Pflanzen wurde dieser Metabolit bislang noch nicht nachgewiesen.
Studien mit Karottenzellkulturen zeigten jedoch, dass diese in der Lage sind u.a. Sulfametho-
xazol zu metabolisieren (Wu et al., 2016). Es wurde festgestellt, dass Substanzen die Car-
boxylgruppen (z.B. Diclofenac, Ibuprofen), phenolische Hydroxylgruppen (z.B. Triclosan)
oder N-Arylgruppen (z.B. Sulfamethazin, Sulfamethoxazol) enthielten, im Allgemeinen Sub-
strate fiir den Metabolismus in der Karottenzelle waren. Uber Studien mit Herbiziden konnte
beispielsweise Chloramben, welches ebenfalls eine N-Arylamingruppe besitzt, im Phase I Me-
tabolismus der Pflanze Zuckerkonjugate formen (Hall et al., 2000). Die tatsidchlich aufgenom-
menen Antibiotikagehalte konnten unter Einbeziehung méglicher Metabolite der Sulfonamide
deutlich hoher sein. Dies miisste in weiterfithrenden Arbeiten, auch unter Feststellung der anti-
biotischen Wirksamkeit, ndher untersucht werden. Das Transformationsprodukt (Epi)-iso-
Chlortetracyclin war in den Mohrenwurzeln nachweisbar. Eine Verlagerung in andere Pflan-
zenteile konnte nicht beobachtet werden. Im Zuge der Giillefermentation und Lagerung wurde

die Isoform gebildet. Es ist daher unklar, ob die nachgewiesenen Gehalte {iber das Giille-Boden-
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Gemisch der Pflanze zur Verfiigung standen oder erst im Rhizosphdrenbereich bzw. in der
Pflanze gebildet wurden. Dies kann {iber Studien mit Hydrokulturen herausgefunden werden,
deren Néhrmedien lediglich Chlortetracyclin enthalten. In der Literatur wurden bislang Epime-
risierungen als Abbaureaktionen von Tetracyclinen in Pflanzen genannt (Agwuh and MacGo-
wan, 2006). Diese wurden mit der vorliegenden Methode erfasst und als Summenparameter aus
dem Epimer und der Ursprungssubstanz ausgewertet. Eine Aussage dariiber, ob die nachgewie-
senen Transformationsprodukte der Tetracycline lediglich aus der Giillevorbehandlung stamm-
ten oder aus der Bildung in der Pflanze herriihren, l4sst sich nicht kldren und bedarf weiterer

Forschungsarbeiten.

5.4.5 Risikobewertung einer méglichen menschlichen Exposition

Derzeit sind lediglich fiir Lebensmittel tierischen Ursprungs Riickstandshochstmengen in Be-
zug auf pharmakologisch wirksame Stoffe {iber die Verordnung (EG) Nr. 470/2009 in Verbin-
dung mit der Verordnung (EU) Nr. 37/2010 gesetzlich geregelt (VO (EG) Nr. 470/2009, 2009;
VO (EU) Nr. 37/2010, 2010). Die festgelegten Riickstandshdchstmengen (Maximum Residue
Limit, MRL) haben den Schutz des Verbrauchers vor gesundheitlich bedenklichen Wirkstoff-
riickstidnden in tierischen Lebensmitteln zum Ziel. Gesundheitlich unbedenkliche MRL-Werte
werden bereits vor dem eigentlichen Zulassungsverfahren erhoben. Hierzu wird in Tierexperi-
menten der NOAEL-Wert (No Observed Adverse Effect Level) ermittelt. Dies ist die hochste
Dosis eines Wirkstoffes, bei der bei dem empfindlichsten Organismus keine Wirkung auftritt.
Durch Division des NOAEL durch einen Sicherheitsfaktor (in der Regel 100; beriicksichtigt
die Extrapolation vom Tier auf den Menschen und Variation innerhalb der Spezies Mensch),
erhélt man den ADI-Wert (Acceptable Daily Intake). Dieser gibt die Wirkstoffmenge in mg pro
kg Korpergewicht an, die der Mensch tiglich ein Leben lang aufnehmen kann, ohne dass damit
ein nennenswertes Gesundheitsrisiko verbunden ist. Die MRL-Werte in den einzelnen tieri-
schen Lebensmitteln wie z.B. Fleisch, Eier oder Milch werden so bestimmt, dass die Summe
aller moglichen Riickstdnde in allen Bestandteilen der tdglichen Nahrung sicher unter dem ADI
liegt.

Der positive Nachweis von Riickstandskonzentrationen an Antibiotika in Deutschem Weidel-
gras und in den Mohren zeigt, dass Pflanzen prinzipiell in der Lage sind iiber Giille in den
Boden eingetragene Antibiotika aufzunehmen bzw. an deren Oberfliche zu adsorbieren. Ein
Eintrag in die Nahrungskette des Menschen und von Weidetieren ist somit bestétigt. Da der
Mensch kein Weidelgras als Nahrungsmittel aufnimmt, kann eine Risikoabschétzung nur unter
der Annahme erfolgen, dass die Belastung von Weidelgras der von pflanzlichen Lebensmitteln
(z.B einer oberirdisch gewachsenen Nutzpflanzenart wie Kopfsalat) gleichgesetzt wird. Die
Mohre zdhlt hingegen zu Wurzel- und Knollengemiise, die vom Menschen verzehrt werden.
Die Pflanzen stehen in einem direkten Kontakt mit dem Giille-Boden-Gemisch. Um das Risiko
fiir den Menschen durch den Verzehr der in dieser Arbeit aufgezogenen Pflanzen abschétzen
zu konnen, wurde der ADI-Wert herangezogen. Der ADI-Wert fiir Sulfamethazin liegt bei
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50 ng kg'! KG/Tag (JECFA, 1995). Der Mittelwert der am hochsten mit Sulfamethazin belas-
teten Weidelgrasprobe lag bei 24,9 ug kgrw™!. Ein Mensch von 60 kg miisste gemif dieser Mo-
dellrechnung pro Tag 120,5 kg belastete Lebensmittel verzehren, um den ADI auszuschopfen.
Der durchschnittliche tdgliche Verzehr pflanzlicher Lebensmittel in Deutschland wird geméaf
der Nationalen Verzehrsstudie II mit 621 g angegeben (Max Rubner-Institut, 2013). Berechnet
wurde dieser Wert aus der mittleren Verzehrsmenge von ,,Pflanzliche Fette und Ole*, ,,Obst
und Obsterzeugnisse®, ,,Niisse und Samen®, ,,Gemiise, Pilze und Hiilsenfriichte®, , Kartoffeln
und Kartoffelerzeugnisse®, ,,Brot®, ,,Backwaren‘ und ,,Getreide und Getreideerzeugnisse* fiir
Minner und Frauen. Unter der Annahme eines tdglichen Verzehrs von 621 g pflanzlicher Le-
bensmittel, deren Sulfamethazingehalt 24,9 ug kgev™' betriigt, wiirde eine Person mit einem
Korpergewicht von 60 kg ihren ADI zu 0,5 % ausschopfen. Bei der Mohre wurden die hochsten
Antibiotikariickstdnde in den Wurzeln und in dem Mohrengriin nachgewiesen. Zur Beurteilung
eines Verbraucherrisikos wird in der vorliegenden Arbeit lediglich der verzehrfdahige Riiben-
korper betrachtet. In diesem konnten Maximalgehalte von 1,7 ug kgewm™! Sulfamethazin,
3,3 png kgem! Sulfamethoxazol und 1,6 pg kgem™' Doxycyclin nachgewiesen werden. Der ADI-
Wert fiir Doxycyclin liegt bei 3 pg kg™! KG/Tag (EMEA, 1997). Fiir Sulfamethoxazol liegt der
ADI Wert bei 200 pg kg™! KG/Tag (Chitescu et al., 2013). Bei einem tiglichen Verzehr von
621 g der maximal belasteten Mohren wiirde eine 60 kg schwere Person den ADI fiir Sulfame-
thazin zu 0,04 %, den ADI fiir Sulfamethoxazol zu 0,02 % und den ADI fiir Doxycyclin zu
0,6 % ausschopfen.

Auf Grundlage der vorgenommenen Risikoabschédtzung und unter Einbeziehung der therapeu-
tischen Tagesdosen von Antibiotika, welche bei 20 — 200 mg liegen (INESSS, 2009), ist durch
den Verzehr der untersuchten Weidelgras- und Mohren-Proben nicht von einer Gesundheitsge-
fahrdung des Verbrauchers auszugehen. Nimmt man zudem eine Beurteilung der Ergebnisse
auf Grundlage der fiir tierische Lebensmittel festgelegten MRL Werte vor, so sind auch hier
keine Uberschreitungen zu verzeichnen. Der ,,schirfste* MRL-Wert liegt fiir die Summe der
Sulfonamide bei 100 pg kg'!'. Der durchschnittliche tigliche Verzehr tierischer Lebensmittel in
Deutschland liegt geméf der Nationalen Verzehrsstudie II bei 350,5 g. Der Gehalt berechnet
sich aus der mittleren Verzehrsmenge von ,,Fleisch, Fleischerzeugnisse und Wurstwaren®,
,Fisch, Fischerzeugnisse, Krusten und Schalentiere®, ,,Eier*, ,,Milch und Milcherzeugnisse,
Kiése und Quark®, ,.tierische Fette® fiir Manner und Frauen. Da der Mensch laut Nationaler
Verzehrsstudie 11 knapp doppelt so viele pflanzliche wie tierische Lebensmittel verzehrt,
miisste man fiir die Beurteilung eines Risikos den MRL-Wert fiir Pflanzen auf 56,5 pug kg™!
herabsetzen. Dieser Gehalt wird weder von den Weidelgras- noch von den verzehrfahigen Moh-

renproben tliberschritten.

Fiir Antibiotika wird neben dem toxikologisch ermittelten ADI-Wert ein mikrobiologischer
ADI-Wert bestimmt, welcher in der Regel deutlich unter einem toxikologisch ermittelten liegt.
Fiir die Bestimmung des mikrobiologischen ADI-Wertes werden Tests mit typischen Darmbe-

wohnern des Menschen durchgefiihrt. In diesem Zusammenhang werden auch Resistenztests
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vorgenommen (EMA, 2012). Gemal einer Stellungnahme des BfR ist das Risiko einer Resis-
tenzentwicklung bei menschlichen Darmbakterien als gering einzuschétzen, wenn die {liber
pflanzliche Lebensmittel aufgenommenen Antibiotikamengen unterhab des ADI-Wertes liegen
und die Exposition iiber einen kurzen Zeitraum erfolgt (BfR, 2010).

Fiir Mohren kann anhand der Ergebnisse eine allgemeine Verzehrsempfehlung ausgesprochen
werden. So sollten die Wurzeln und das Griin abgetrennt, sowie der Riibenkorper abgeschilt
und anschlieBend abgewaschen werden. Hierdurch konnen Lebensmittelkontaminationen durch
lediglich duBerlich anhaftender Antibiotika vermieden bzw. auf ein geringes Risiko minimiert
werden. Ferner liegen bislang wenige Daten zu Verdnderungen der Antibiotikazusammenset-

zung durch Kochen oder anderweitige Weiterverarbeitung des Gemdiises vor.

Ein indirekter Eintrag von Antibiotika aus Weidelgras in die menschliche Nahrungskette wire
denkbar, wenn Weidevieh das kontaminierte Gras aufnimmt und es iiber diesen Weg zu einer
Akkumulation im Tier kommt. Unter der Annahme, dass Weidevieh 50 kg des maximalbelas-
teten Grases pro Tag frisst, entspriache dies einer absoluten Sulfamethazin-Aufnahme von
1.245 pg. Zum Vergleich erhalten erkrankte Tiere Sulfamethazin-Praparate mit Wirkstoffdo-
sierungen von 100 — 200 mg Sulfamethazin pro kg KG und Tag. Die Therapiedauer erfolgt
meist iiber einen Zeitraum von 5 — 7 Tagen. Die iiber das Futter aufgenommenen Wirkstoft-

konzentrationen sind somit vernachléssigbar gering.

5.5 Antibiotikariickstinde im Wasser

Uber durchgefiihrte Lysimeterstudien im LabormaBstab sollte eine mdgliche Verfrachtung aus-
gewihlter Tetracycline und Sulfonamide mit dem Bodensickerwasser untersucht werden. Die
erhobenen Daten sollten fiir eine Abschédtzung einer moglichen Grundwasserbelastung heran-
gezogen werden. Parallel zu dieser Versuchsstudie wurden im Auftrag des HLNUG hessische
Grundwasserproben auf Antibiotikariickstdnde untersucht.

5.5.1 Nachweis der Antibiotika in Bodeneluaten der Lysimeterstudie

Anhand von Lysimeterstudien im Labormaf3stab kann die Verfrachtung von Wirkstoffen mit
dem Sickerwasser beobachtet werden. Eine Einschétzung beziiglich einer Oberflichenauswa-
schung (run-off-Prozesse), wie sie durchaus auf meist frisch gediingten Ackerflachen nach star-
ken Regengiissen stattfinden konnen (Bailey et al., 2015; Burkhardt et al., 2005; Davis et al.,
2006; Kay et al., 2005), wird nicht betrachtet. Fiir die durchgefiihrten Lysimeterstudien wurden
zwel verschiedene Bodenarten (Volkmarser Sand, Baunataler LoB) gewéhlt. Die Antibiotika-
aufgabe erfolgte oberfldchlich iiber fermentierte Rindergiille in drei verschiedenen Wirkstoff-
konzentrationen (20, 50, 100 mg kg!). Die Rohre wurden an 5 Tagen pro Woche mit je 10 ml
deionisiertem Wasser bewissert. Die Bodeneluate wurden aufgefangen und monatlich auf An-
tibiotikartickstdnde analysiert. Unter diesen gewihlten Versuchsbedingungen war iiber einen
Versuchszeitraum von zwei Jahren lediglich Sulfamethazin in den Bodeneluaten nachweisbar.

Die hochsten Wirkstoffkonzentrationen konnten in Lysimetereluaten von Sandbdden detektiert
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werden. Die Wirkstofffrachten lagen unter 1 % der urspriinglich iiber Giille eingetragenen
Wirkstoftkonzentration (Tabelle 4-19). Die anderen drei Wirkstoffe ((Epi)-Chlortetracyclin,
(Epi)-Doxycyclin und Sulfamethoxazol) konnten nicht in den Bodeneluaten wiedergefunden
werden. Verwunderlich erscheinen die Diskrepanzen zwischen dem Auswaschungsverhalten
von Sulfamethazin und Sulfamethoxazol, da sie aus der gleichen Wirkstoffgruppe stammen und
gemil Kurwadkar et al. dhnliche Mobilitdten im Boden zeigen. Auch im Vergleich zu anderen
Sulfonamiden (Sulfapyridin, Sulfadimethoxin oder Sulfachlorpyridazin) konnten die Autoren
fiir Sulfamethazin und Sulfamethoxazol ein schnelleres Durchbruchsverhalten belegen (Kur-
wadkar et al., 2011). Diese Feststellung wurde ebenfalls einige Jahre spéter durch Untersuchun-
gen von Spielmeyer et al. bestétigt (Spielmeyer et al., 2017a). In der vorliegenden Arbeit konn-
ten die wirkstoffspezifischen Unterschiede im Auswaschungsverhalten der beiden Sulfonamide
auf deren unterschiedlichem Verhalten wéihrend der fermentativen Giillevorbehandlung zu-
riickgefiihrt werden (siehe Kapitel 5.2 und dort aufgefiihrte Literatur). Anhand der analysierten
Giilleproben zeigte sich eine schnelle Eliminierung des Sulfamethoxazols innerhalb der ersten
Fermentationswoche (Abbildung 4-20). In den Lysimeterboden und den Bodeneluaten wurden
Negativbefunde in Bezug auf Sulfamethoxazol erhalten (Abbildung 5-9). Die Daten dieser Ar-
beit und anderer Studien zeigen, dass durch eine geeignete Giillevorbehandlung zumindest die
Ursprungssubstanz Sulfamethoxazol eliminiert werden kann und dieser Wirkstoff nicht iiber
die Anwendung von Giille als Wirtschaftsdiinger in den Boden eingetragen und von dort aus
weiter in Richtung Grundwasser verfrachtet wird (Mohring et al., 2009; Spielmeyer et al.,
2017b). Der Metabolit N-Acetyl-Sulfamethoxazol war ebenfalls nicht nachweisbar. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Bildung weiterer moglicher Abbauprodukte des Sulfamethoxazols
nicht untersucht. Andere Arbeiten beschiftigten sich im Speziellen mit der Entstehung von Ab-
bauprodukten im Fermentationsprozess. Hierbei konnten Spielmeyer et al. bereits Abbaupro-
dukte des Sulfamethoxazols identifizieren, die polarer sind als die Ausgangssubstanzen und
somit eine hohere Bioverfiigbarkeit im Boden besitzen. Meist weisen die Abbauprodukte je-
doch eine verminderte antimikrobielle Aktivitét auf (Spielmeyer et al., 2017b). Sulfamethazin
wurde im Rahmen der Fermentation nicht vollstindig eliminiert (Abbildung 4-20) und folglich
iiber die Giilleanwendung auf den Lysimeterboden aufgegeben. Aufgrund ihrer geringen Sorp-
tionsneigung an Bodenbestandteile, konnen Sulfonamide als mobile Substanzen eingestuft wer-
den (Thiele-Bruhn, 2003). Die im Rahmen anderer Studien ermittelten Sorptionskoeffizienten
(K4-Werte) sind gering und liegen im ein- bis zweistelligen Bereich (Tabelle 1-2). In den Pflan-
zen der Aufwuchsstudien wurde ebenfalls Sulfamethazin bis in die griinen, oberirdisch gewach-
senen Pflanzenteile nachgewiesen, was zudem fiir dessen Bioverfligbarkeit im Bodenporen-
wasser spricht. Die schichtweise Bodenanalyse der Lysimeter zeigte, dass nach 2,5 Jahren le-
diglich 0,1 — 0,2 % des anfangs aufgebrachten Sulfamethazingehaltes im Lysimeterboden nach-
weisbar war. Der GroBteil dieser extrahierbaren Riickstinde zeigte eine Persistenz in den obe-
ren 5 cm. Griinde fiir dieses Verhalten, wie die Bildung nicht-extrahierbarer, gebundener Riick-
stdnde, sowie Sequestrierung und mikrobieller Abbau, wurden in Kapitel 5.3 diskutiert und mit
Literaturdaten verglichen. Obwohl lediglich 4,8 bis 9,1 pg kgrm™! Sulfamethazin im Oberboden

(0 — 15 cm) nachweisbar war, wurden Wirkstoffkonzentrationen im Bodeneluat nachgewiesen.
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Auch andere Studien decken sich mit diesen Erkenntnissen. So beobachteten Hamscher et al.,
dass trotz einer niedrigen Sulfamethazinkonzentration im Oberboden von im Mittel < 1ug kg!
ein kontinuierlicher Eintrag des Wirkstoffes in oberflichennahes Grundwasser (1,40 m) in
Konzentrationen bis 0,24 ug L' erfolgte (Hamscher et al., 2005a). Studien von Spielmeyer et
al. konnten eine Auswaschung dieses Wirkstoffes selbst vier Jahre nach der letzten Giilleauf-

gabe beobachten (Spielmeyer et al., 2017a).

Wie bereits erwihnt, wurden abhéingig vom Bodentyp unterschiedliche Sulfamethazinkonzent-
rationen in den Bodeneluaten nachgewiesenen. In Eluaten von Sandbdden waren die Wirk-
stofffrachten mit 0,05 — 0,09 % deutlich hoher als in Eluaten von LoBbdden (0,02 — 0,04 %). In
Kapitel 5.3 wurde der Zusammenhang zwischen den chemischen Eigenschaften der Wirkstoffe
und den physikalisch-chemischen Bodeneigenschaften (z.B. Bodengefiige, pH-Wert, organi-
scher Kohlenstoffgehalt, Kationengehalt, Feuchtigkeitsgehalt) fiir die Verlagerung der Wirk-
stoffe mit dem Sickerwasser betrachtet. Insbesondere die Unterschiede zwischen den beiden
verwendeten Bodentypen sowie die damit verbundenen Auswirkungen auf das Sorptionsver-
halten der Wirkstoffe wurden herausgestellt und mit Literaturdaten verglichen. In aktuellen
Studien von Pan et al. konnten ebenfalls hohere Antibiotikaverfrachtungen in Sandbdden statt
Ton- oder LoBboden festgestellt werden. Die Ergebnisse der genannten Autoren stehen im Ein-
klang mit den Erkenntnissen dieser Arbeit (Pan and Chu, 2017b). Kurwadkar et al. untersuchten
dhnlich wie in dieser Lysimeterstudie Unterschiede im Leaching-Verhalten ausgewihlter Sul-
fonamide in lehmigem Sandboden und sandigem Lehmboden (Kurwadkar et al., 2011). Die
Autoren zeigten, dass lediglich in Eluaten des Sandbodens Wirkstoffriickstdande nachweisbar
waren. Die vollstdndige Eliminierung der Wirkstoffe im Lehmboden der Studien von Kurwad-
kar konnten in dieser Arbeit nicht bestétigt werden.

Die Sorptionseigenschaften an den Boden werden stark von dessen pH-Wert beeinflusst
(Thiele-Bruhn et al., 2004). Unter Einbeziehung der pK, Werte, liegt Sulfamethazin in den ver-
wendeten Boden in seiner neutralen und anionischen Form vor. In der Literatur konnte bereits
eine hohere Mobilitdt der Anionenform beobachtet werden (Kurwadkar et al., 2011). Die An-
wendung von Giille (leicht basisch) fiihrt ebenfalls zu einer leichten pH-Wert-Verschiebung in
den basischen Bereich. Auf der anderen Seite werden durch die Giille auch organische Bestand-
teile in den Boden eingetragen, welche wiederum die Sorption der Wirkstoffe begiinstigen kon-
nen. Bei einer rein oberfldachlichen Giilleausbringung kann dies zu einer Adsorption der Wirk-
stoffe in der obersten Bodenschicht oder der Giille fiihren und eine Verlagerung in tiefere Bo-
denschichten wird erschwert. Dies deckt sich mit den Befunden in den Lysimeterbdden. Hier
waren die hochsten Wirkstoffkonzentrationen in der ersten Bodenschicht nachweisbar (Abbil-
dung 5-9). Neben den genannten Parametern wie pH-Wert und Interaktionen zwischen organi-
schen Bodenbestandteilen und den Wirkstoffen (z.B. liber Wasserstoftbriickenbindungen, Van-
der-Waals-Krifte, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, hydrophobe Bindungen, kovalente Bin-
dungen, Ionenaustausch, Komplexierungen) nehmen auch biotische (mikrobieller Abbau) und
weitere abiotische Faktoren (Temperatur, Niederschlagsmenge, Durchwurzelung des Bodens,

Makroporen, Zeit der Giilleapplikation) einen Einfluss auf die Wirkstoffkonzentrationen im
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Boden und deren Translokation (vgl. Kapitel 5.3). Die Verweilzeit der Wirkstoffe im Boden
hat ebenfalls eine Auswirkung auf deren Bioverfiigbarkeit (Kahle and Stamm, 2007a, 2007b).
Bei einem Datenvergleich miissen daher alle moglichen Faktoren, die wie oben erwidhnt eine
Beeinflussung der Sorptionseigenschaften bzw. Eliminierung der Wirkstoffe implizieren, be-
trachtet werden. Aufgrund der Komplexitit dieser Interaktionen erweist sich ein Vergleich und

das Herausstellen dominierender Einflussfaktoren als duferst schwierig.

Tetracycline werden in der Veterindrmedizin hdufig an Tierdrzte abgegeben (Abbildung 1-1).
Dennoch ist das Auffinden dieser Wirkstoffgruppe in wissrigen Umweltmatrices eher selten
(Lopez-Serna et al., 2013), begriindet durch deren gute Sorptionseigenschaften an Partikel
(Tonminerale, organische Bestandteile) im Oberboden. Daher wird diese Wirkstoffklasse als
immobil eingestuft. Die Untersuchung der Lysimeterboden zeigte, dass die beiden Tetracycline
(Epi)-Chlortetracyclin und (Epi)-Doxycyclin ausschliefSlich in der ersten Bodenschicht (0 —
5 cm) quantitativ bestimmt werden konnten und dort {iber mehrere Jahre (Untersuchungszeit-
raum: 2,5 Jahre) persistierten. Diese Feststellung deckt sich mit anderen Literaturdaten und ist
in Kapitel 5.3 diskutiert worden. In den Lysimetereluaten waren keine Tetracycline oberhalb
der Bestimmungsgrenze von 1 ng L™ nachweisbar. Eine Verlagerung in tiefere Bodenschichten
und eine Kontamination des Grundwassers kann anhand der erhaltenen Ergebnisse aus dem
Lysimeterversuch als gering eingestuft werden. Da es sich hierbei allerdings um einen Modell-
versuch im LabormaRstab iiber einen begrenzten Zeitraum handelte und die Giilleausbringung
lediglich oberfldchlich und einmalig erfolgte, ist eine Grundwasserkontamination mit Tetracyc-
linen nicht komplett auszuschlieBen. Aufgrund der Persistenz und Anreicherung im Oberboden
konnten durch hiufigere Antibiotikaeintrdge und niedrige Umgebungstemperaturen die Kon-
zentrationen steigen (Hamscher et al., 2002; Jacobsen and Berglind, 1988). Desorptionspro-
zesse aufgrund von Bodenerosionen kdnnten im Laufe der Jahre zu einer Freisetzung der ge-
bundenen oder sequestrierten Wirkstoffe fiihren. Dadurch wird deren Bioverfiigbarkeit erhoht
und Verlagerungen der Wirkstoffe in tiefere Bodenschichten sind denkbar. In der Literatur
wurde von dhnlichen Lysimeterstudien berichtet. Auch dort konnten keine Tetracycline in den

Lysimetereluaten nachgewiesen werden (Blackwell et al., 2009).
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Abbildung 5-9: Lysimeterstudie: Visuelle Ubersicht der Wirkstofffrachten in die Bodeneluate.
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5.5.2 Nachweis von Antibiotikariickstinden in hessischen Grundwasserproben

Gemal der Richtlinie 2000/60/EG ist Grundwasser definiert als ,,alles unterirdische Wasser in
der Sattigungszone, das in unmittelbarer Beriihrung mit dem Boden oder dem Untergrund steht*
(Richtlinie 2000/60/EG, 2000). In vielen Regionen ist Grundwasser die Hauptquelle fiir die
offentliche Trinkwasserversorgung. Daher wird iiber chemische Analysen die Grundwasserbe-
schaffenheit iiberpriift, um Risiken fiir die menschliche Gesundheit und die Umwelt durch
Schadstoffe zu vermeiden. GemiR der Richtlinie 2000/60/EG Anhang V Punkt 2.4.3 werden
die Grundwassermessstellen mindestens einmal im Jahr beprobt. Antibiotika kdnnen sowohl
aus der Human- als auch aus der Veterinirmedizin in das Grundwasser eingetragen werden.
Antibiotika aus der Humanmedizin konnen {iber menschliche Ausscheidungen, unsachgemaifle
Entsorgung, sowie iiber Klinikabwisser und produktionsbedingte Einleitungen in das Abwasser
gelangen. In der Kldranlage nicht zuriickgehaltene Antibiotika konnen iiber das geklédrte Ab-
wasser in Oberfldchengewisser eingetragen werden. Sulfamethoxazol zéhlt zu den am haufigs-
ten in Abwéssern von kommunalen Kldranlagen detektierten Antibiotika (Batt and Aga, 2005).
Durch die Verwendung von Klarschlamm als Diingemittel konnen Humanpharmaka zudem auf
landwirtschaftliche Nutzflaichen gelangen. Norwegischen Studien zur Folge konnten in den
Klarschlammen hohe Konzentrationen an Tetracyclinen wie Doxycyclin und Chlortetracyclin
nachgewiesen werden (Clara et al., 2010). In der Veterindrmedizin verabreichte Antibiotika
werden zu 30 — 90 % unverdndert mit dem Urin und Fézes ausgeschieden (Sarmah et al., 2006).
Werden Ausscheidungen von Nutztieren als Wirtschaftsdiinger verwendet, konnen die Wirk-
stoffe in den Boden eingetragen werden und iiber den Weg der Infiltration in das Grundwasser
gelangen. Antibiotika, die liber eine oberflachliche Giilleanwendung ohne spétere Einarbeitung
in die Ackerkrume in den Boden eingetragen werden, konnen bei starken Regengiissen (meist
unmittelbar nach der Giilleausgabe) einer Abdrift (run-off) in nahegelegene Oberflichengewais-
ser unterliegen (Kreuzig and Holtge, 2005) und in weiterer Folge ins Grundwasser gelangen.
Es existieren bereits Beschrinkungen fiir die Diingung, um den Transport von Diingemitteln
auf dem Landweg zu verhindern. Zum Beispiel sollte die Anwendung nicht im Winter oder
direkt vor einem starken Regen stattfinden (Landwirtschaftkammer Nordrhein-Westfalen,
2012). Gleiches gilt fiir die Verwendung von Klarschlammen als Diingemittel. In Oberflachen-
gewisser sind die nachgewiesenen Konzentrationen und die Nachweishédufigkeiten an Antibi-
otika hoher im Vergleich zu Grundwasserproben (Frimmel and Miiller, 2006). In den letzten
Jahren konnten mehr als 30 verschiedene Antibiotika in Zu- und Abldufen von Kldranlagen,
Oberflachengewissern, Grundwéssern und sogar im Trinkwasser nachgewiesen werden (Kem-
per, 2008). Sulfonamide gelten weltweit als die am hdufigsten im Grundwasser detektierten
Wirkstoffe (Hannappel et al., 2014). Tabelle C-10 gibt eine Ubersicht iiber bislang in verschie-
denen Wissern detektierte Antibiotika aus den beiden Wirkstoffgruppen der Tetracycline und

Sulfonamide unter Angabe der Maximalkonzentrationen.

Gemal den Ausfithrungen in Kapitel 5.3 ist von Tetracyclinen ein geringes Risiko der Auswa-
schung anzunehmen. Die Substanzen waren lediglich im Oberboden der Lysimeterrohre nach-

weisbar (Abbildung 5-9). Auch in den Bodeneluaten konnten keine Tetracycline nachgewiesen
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werden. Dennoch wurden in dieser Arbeit vereinzelt in hessischen Grundwasserproben Chlor-

tetracyclinbefunde oberhalb der Bestimmungsgrenze von 50 ng L™ detektiert.

Antibiotika aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide stellen hingegen sehr mobile Substanzen
dar. Sie besitzen niedrige Sorptionskoeffizienten (Tabelle 1-2). Der Wirkstoff Sulfamethazin
war sowohl in den Lysimeterbdden, als auch in den Bodeneluaten quantifizierbar. Durch Infilt-
rationsprozesse kann ein Eintrag bis ins Grundwasser nach den Erkenntnissen der durchgefiihr-
ten Lysimeterstudien nicht ausgeschlossen werden. Durch die Analyse der Grundwasserproben
bestétigten sich diese Einschéitzungen. Der Grof3teil der positiven Proben wies Sulfonamidriick-
stdnde auf. Bislang publizierte Daten zu Grundwasser-Monitoringstudien decken sich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. In Grundwasserproben konnten bislang keine Tetracycline (Chris-
tian et al., 2003; Hirsch et al., 1999; Lindsey et al., 2001; Lopez-Serna et al., 2013; Meyer et
al., 2000; Zhu et al., 2001) oder nur sehr geringe Konzentrationen nachgewiesen werden (Kol-
pin et al., 2002). So wurde eine Verlagerung der Tetracycline bis in das Grundwasser trotz der
starken Sorption im Oberboden beobachtet. Messstellen in Gebieten mit sandigem Boden wie-
sen Konzentrationen von 0,05 bis 0,14 pg L' auf (Pawelzick, 2005). Die Nachweishiufigkeit
und Konzentrationen nehmen jedoch in Proben aus Oberflichengewissern zu. Dort werden Te-
tracycline im unteren pg kg'-Bereich nachgewiesen. So detektierten Lindsey et al. in 9 von
138 Proben aus Oberflichengewiéssern Tetracycline, darunter 0,11 pg L' Chlortetracyclin. In
der entsprechenden Literatur wurde dies durch Oberflichenauswaschungen begriindet (Lindsey
et al., 2001). Aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide konnten Hirsch et al. in zwei von
69 Grundwasserproben 0,16 ug L' Sulfamethazin nachweisen. Tetracycline waren nicht nach-
weisbar (Hirsch et al., 1999). Auch andere Monitoring-Studien aus Nordrhein-Westfalen konn-
ten lediglich Sulfonamide (Sulfamethazin und Sulfamethoxazol) in Grundwasserproben nach-
weisen. Sulfamethoxazol wurde in einer Maximalkonzentration von 950 ng L™ detektiert. Die
Konzentrationen an Sulfamethazin waren hingegen in einem sehr niedrigen Bereich von
<11 ng L'! (Hannappel et al., 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 687 hessische Grundwasserproben im Auftrag des HLNUG
auf ausgewéhlte Sulfonamid- und Tetracyclinriickstédnde analysiert. Rund 96 % der Proben wie-
sen keine Antibiotikariickstinde oberhalb der vom Auftraggeber geforderten Bestimmungs-
grenze von 50 ng L' auf. Der GroBteil der positiven Proben enthielt den Wirkstoff Sulfame-
thoxazol. Auch in Grundwissern aus Spanien wurde Sulfamethoxazol am hdufigsten detektiert
(Garcia-Galan et al., 2011). In Deutschland wurden bereits Monitoringstudien in Norddeutsch-
land durchgefiihrt. Auch hier konnten Sulfonamide am haufigsten nachgewiesen werden (Han-
nappel et al., 2016; Hannappel et al., 2014). Fiir die Diskussion wurden 11 hdher belastete
Messstellen genauer betrachtet, um mogliche Eintragsquellen ausfindig zu machen. Diese aus-
gewihlten Messstellen sind in der Hessenkarte (Abbildung 5-10) eingezeichnet.

Tabelle 5-3 fasst zudem die jeweiligen hydrogeologischen Daten zu den Messstellen zusam-
men. Die genauen Lagen der Messstellen wurden iiber das ,,Fachinformationssystem Grund-
und Trinkwasserschutz Hessen (GruSchu)*“ des HLNUG ermittelt und die ndhere Umgebung
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auf mogliche Antibiotika-Eintragsquellen betrachtet (GruSchu Hessen). Eintriage tiber kommu-
nale Kldranlagen, Biogasanlagen und die Abschwemmung bzw. Infiltration von landwirtschaft-

lichen Ackerflachen standen im Fokus.

WMessstelle 1
WMessstelle 2

Messstelle 11

Abbildung 5-10: Hessenkarte und markierte Messstellen mit hohen Antibiotikabefunden.

Tabelle 5-3: Hydrogeologische Daten der Messstellen. Daten entnommen aus GruSchu.

Hydrogeologi- Messstelle 1 Messstelle 2; | Messstelle 10 Messstelle 11
sche Daten 3-7 und 8-9
Hydrogeologische | Mittlerer Bunt- | Terassenkiese | Unterdevonische Ton- | Quartére feinkor-
Einheiten sandstein und -sande schiefer und Sand- nige Flusssedi-
steine mente
Gesteinsart Sediment Sediment Sediment Sediment
Verfestigung Festgestein Lockergestein | Festgestein Lockergestein
Hohlraumart Kluft Poren Kluft Poren
Geochemischer silikatisch silikatisch/kar- | silikatisch silikatisch
Gesteinstyp bonatisch
Durchléssigkeit maBig — gering | mittel gering — dullerst gering | maBig — gering
Leitercharakter Grundwasser- | Grundwasser- | Grundwasser/Gering- | Grundwasser-Lei-
Leiter Leiter leiter ter/Geringleiter

Im Rahmen der Grundwasseruntersuchungen (Abbildung 4-41, Abbildung 4-42, Tabelle
4-21, Tabelle 4-22) konnte der Wirkstoff Sulfamethoxazol am haufigsten detektiert werden,
was hauptsédchlich auf dessen Einsatz in der Humanmedizin und den Eintrag {iber die Kldran-
lagen zurilickgefiihrt wurde. Im Jahr 2016 lag der ermittelte Medianwert flir Sulfamethoxazol
bei 85ng L', im Jahr 2017 bei 62,5ng L. In einer Probe konnte ein Maximalwert von
1.703 ng L' nachgewiesen werden, welcher die PEC fiir Grundwasser von 1 pg L! iiberschrei-
tet. Die Probe enthielt neben dem hohen Gehalt an Sulfamethoxazol auch dessen Metaboliten
N-Acetyl-Sulfamethoxazol in einer Konzentration von 113,8 ng L'!. GemiB der “Guideline on

environmental impact assessment for veterinary medicinal products in support of the VICH
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guidelines GL6 and GL38” (EMA, 2016) miissen neu zugelassene Wirkstoffe einer umfangrei-
chen okotoxikologischen Risikobewertung unterzogen werden, wenn im Grundwasser der PEC
von 1 pg L' iiberschritten wurde. Daher sollte das 6kotoxikologische Risiko dieses Altwirk-

stoffes, welcher vor diesen Regelungen auf den Markt gekommen ist, iiberpriift werden.

Die Grundwassermessstelle mit diesem hohen Sulfamethoxazolbefund liegt in einem Waldge-
biet in Osthessen (Abbildung 5-11). In etwa 500 m Entfernung befinden sich zahlreiche land-
wirtschaftliche Nutzflichen. 100 m von der Messstelle entfernt flie3t ein Bach welcher in die
Fulda miindet. Die Fulda verlduft etwa 2 km weiter Ostlich und in Richtung Westen flief3t die
Schlitz in etwa 3,5 km Entfernung. Die Lage der Messstelle konnte fiir einen Eintrag des Wirk-
stoffes iiber Wirtschaftsdiinger sprechen. Sulfamethoxazol und dessen acetylierter Metabolit
konnten {iber die Giille in den landwirtschaftlich genutzten Boden eingetragen worden sein.
Uber direkte Infiltration in den Boden oder Oberflichenabdrift in nahegelegene Oberflichen-
gewadsser konnte ein Eintrag des Wirkstoffes in das Grundwasser stattgefunden haben. Ferner
schlieBen die hohen Gehalte des acetylierten Metaboliten auch eine direkte Kontamination des
Bodens durch Ausscheidungen von Weidevieh nicht aus. Wie in Kapitel 5.2 bereits beschrie-
ben, konnte in der vorliegenden Arbeit und auch in Studien anderer Wissenschaftler eine
schnelle Eliminierung des Sulfamethoxazols wihrend der Giillevorbehandlung beobachtet wer-
den. Die hohen Gehalte des Metaboliten wiirden in diesem Falle fiir eine kurze Giillelagerung
sprechen. Auf der anderen Seite wird Sulfamethoxazol hauptsdchlich in der Humanmedizin
eingesetzt, was auch den Eintragspfad durch Abwasser aus hiuslichen Kleinkldranlagen nicht
ausschlie8t. Boden- und/oder Giilleuntersuchungen und Riicksprachen mit Landwirten aus der
Region zum Einsatz von Antibiotika konnten hier weiteren Aufschluss zur genauen Eintrags-
quelle geben.

RININIEN GruSchu Hessen
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Abbildung 5-11: Hydrogeologische Lage der Messtelle 1. Daten entnommen aus GruSchu.

Die in Abbildung 5-12 dargestellte Messstelle liegt im Ballungsraum Rhein-Main und grenzt
an ein Siedlungsgebiet. In der Nédhe befinden sich zudem die beiden Fliisse Rhein und Main.
Im Jahr 2016 wurden 693 ng L' und im Jahr 2017 wurden 117 ng L'! Sulfamethoxazol in
Grundwasserproben dieser Messstelle nachgewiesen. Sulfamethoxazol wird hauptsédchlich in

der Humanmedizin verabreicht. Der Eintrag des Wirkstoffes iiber Siedlungsabstrome wird da-
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her als Haupteintragsquelle vermutet. An die hohere Bevolkerungsdichte im Rhein-Main Bal-
lungsraum sind auch steigende héusliche Abwisser gekniipft. Als Indikatorparameter fiir einen
Einfluss von Abwissern gelten u.a. das aus Waschmitteln stammende Bor und EDTA oder
StiBstoffe aus der Anwendung in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie (Riickert, 2016).
Hohe Chloridgehalte konnen ein Anzeichen fiir Salzlagerstétten im Untergrund sein oder durch
Diingemittel, Streusalz und Abwasser in Grundwisser eingetragen werden. In der vorliegenden
Grundwasserprobe waren die Bor- und EDTA-Gehalte unauffillig. Der Chloridgehalt war hin-
gegen erhdht und auch der SiiBstoff Acesulfam-K war mit einer Konzentration von 179 ng L!
in der Grundwasserprobe nachweisbar. Weiterfiihrende Parameter, die fiir einen Eintrag aus der
Veterindrmedizin sprechen wiirden (Ammonium, Nitrat, Kalium, ortho-Phosphat), konnten in
den Grundwasserproben dieser Messstelle nicht oder nur in geringen Mengen nachgewiesen
werden, was den Eintrag {iber Human-Abwésser untermauert. Pflanzenschutzmittel waren

ebenfalls nicht nachweisbar. Auch dies spricht gegen einen landwirtschaftlichen Eintrag.

Abbildung 5-12: Hydrogeologische Lage der Messstelle 2. Daten entnommen aus GruSchu.

Positive Sulfamethoxazolbefunde waren sowohl in dem Jahr 2016 als auch wiederholt im Jahr
2017 in Grundwasserproben von Messstellen der Gemeinde Biblis nachweisbar. Die Gehalte
betrugen 31 bis 139 ng L™! mit einem Medianwert von 65 ng L. Alle sieben beprobten Mess-
stellen (Abbildung 5-13) befinden sich in unmittelbarer Ndhe zur Weschnitz (50 m). Der hes-
sische Riedsee ist 4 — 5 km von den Messstellen entfernt. Landwirtschaftliche Nutzfldchen pré-
gen das direkte Umfeld. Das umgebende Gebiet ist in der hydrogeologischen Ubersichtskarte
als Grundwasserleiter mit mittlerer Durchldssigkeit charakterisiert. Eine Kldranlage befindet
sich nahe der Weschnitz und liegt Flussaufwérts zu den betrachteten Messstellen am Rande
eines Siedlungsgebietes (in 1 bis 2,9 km Entfernung). Als Eintragsquellen fiir Antibiotika wer-
den sowohl Siedlungsabstrome, als auch Eintrage iiber Wirtschaftsdiinger vermutet. Die Ein-
leitung von Abwasser aus der nahegelegenen Kldranlage in die Weschnitz und Infiltration so-
wie Oberfldchenabdrift von landwirtschaftlichen Nutzflichen kommen aufgrund der Lage als
Eintragswege in Betracht. In die Weschnitz ausgeschwemmte Substanzen, konnen weiter ab-
transportiert oder in den Sedimenten abgelagert werden. Auch ein Eintrag aufgrund der Ver-

wendung von Kldrschldimmen als Diingemittel ist in Ballungsgebieten denkbar. Andere Arz-
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neimittel, sowie SiiBstoffe und Pflanzenschutzmittel waren in Grundwasserproben dieser Mess-
stellen ebenfalls nachweisbar. Dies untermauert eine Doppelbelastung aus humanen Abwis-

sern, Klarschlammdiingungen und Wirtschaftsdiingern.

% & 7 — *" ¢

Abbildung 5-13: Hydrogeologische Lage der Messstellen 3 bis 9.
Daten entnommen aus GruSchu.

In einer Grundwasserprobe aus dem Jahr 2016 konnte (Epi)-Chlortetracyclin (101 ng L") und
dessen Transformationsprodukt (Epi)-iso-Chlortetracyclin (1.473 ng L'') nachgewiesen wer-
den. Die Messstelle befindet sich in Mittelhessen (Abbildung 5-14). In 0,71 km Entfernung zur
Messstelle befindet sich eine Biogasanlage. Diese ist auf der Karte eingezeichnet (blau). In
direkter Umgebung liegen Bauernhofe und landwirtschaftliche Nutzflichen. Des Weiteren ver-
lauft die Usa in etwa 1 km von der Messstelle entfernt. Die Lage konnte fiir einen Eintrag aus
der Landwirtschaft sprechen. Eine abschlieBende Bewertung konnte durch die Untersuchung
der Gérriickstinde der nahegelegenen Biogasanlage oder der Analyse von Bodenproben aus
diesem Gebiet erfolgen. Auch konnte die Usa als nahegelegenes Oberflachengewésser auf An-
tibiotikariickstdnde untersucht werden. Die hohen Gehalte an (Epi)-iso-Chlortetracyclin konn-
ten jedoch nach den Erkenntnissen aus Kapitel 5.2 fiir einen Eintrag aus Fermentationsriick-
stdnden sprechen. Dort wurde gezeigt, dass die Isoform des Chlortetracyclins im Zuge der Giil-

lefermentation entsteht.

Abbildung 5-14: Hydrogeologische Lage der Messstelle 10. Daten entnommen aus GruSchu.
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In einer weiteren Grundwasserprobe aus dem Jahr 2016 konnten 834 ng L' (Epi)-iso-Chlorte-
tracyclin nachgewiesen werden. Abbildung 5-15 zeigt, dass sich die Messstelle in einer 14nd-
lichen Umgebung mit zahlreichen direkt angrenzenden Ackerflichen befindet. Zudem erstreckt
sich ein kleiner See in 50 m Entfernung. Auch hier wird aufgrund der Lage der Messstelle und
dem Auffinden des Transformationsproduktes von einem Eintrag aus der Landwirtschaft aus-

gegangen.

Abbildung 5-15: ydrogeologische Lage der Messstelle 11. Daten entnommen aus GruSchu.

Wie aus der Lysimeterstudie zu erwarten, waren die Nachweishdufigkeiten von Tetracyclinen
in Grundwasserproben sehr viel geringer im Vergleich zu Sulfonamidnachweisen. Dies wurde
mit der stirkeren Sorption der Tetracycline an Bodenbestandteile erklért (Kq Sulfonamide: 0,6
—4.,9; Kq Tetracycline: 290 — 1.620) (Thiele-Bruhn, 2003). Speziellere Ausfithrungen zu mog-
lichen Bindungsmechanismen und Einflussgrofen auf Sorptionsprozesse wurden bereits in Ka-
pitel 5.3 diskutiert. Dennoch wurden Positivbefunde in Bezug auf ((Epi)-iso-) Chlortetracyclin
in Grundwasserproben ermittelt. Hierbei konnte es sich um Wirkstoffe handeln, die seit vielen
Jahren kontinuierlich in die Umwelt eingetragen werden. Studien zeigten bereits eine Pseu-
dopersistenz dieser Wirkstoffe nach mehrmaliger Ausbringung belasteter Giille (Daughton,
2003). In der Literatur wurde das Auffinden von Tetracyclinen im Wasser iiber Oberfldchen-
auswaschungsprozesse und deren Bindung an geldste organische Substanz (DOM: Dissolved
Organic Matter) in der Giille erklédrt (Burkhardt et al., 2005; Kreuzig and Holtge, 2005). Als
Bindungsarten wurden ionische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen ange-
nommen (Tolls, 2001). Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass geloste organische Sub-
stanzen den Transport verschiedener organischer Verbindungen in Bdden verbessern (Chu et
al., 2013; Ding et al., 2014; Kulshrestha et al., 2004). In weiterfiihrender Literatur wird der
Transport von Tetracyclinen ferner iiber einen schnellen priaferenziellen Fluss, liber Drainagen
im Boden und {iber Makroporenfluss erkldrt. Auch ein erleichterter Co-Transport mit mobilen
Kolloiden wie DOM wurde in Betracht gezogen (Kay et al., 2004; Roder et al., 2007; Thiele-
Bruhn, 2003). Andere Untersuchungen zeigten ebenfalls einen Tetracyclineintrag {iber giille-
beaufschlagte Boden bis in das Grundwasser. In Studien von Hamscher et al. wurden beispiels-
weise Tetracyclinkonzentrationen von 0,13 pg L' in oberflichennahem Grundwassser (Pro-

bentiefe: 1,4 m) nachgewiesen (Hamscher et al., 2005b).
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Es ist festzuhalten, dass der grofite Teil der untersuchten Grundwasserproben in Hessen die
Wirkstoffe (Epi)-Chlortetracyclin, (Epi)-Doxycyclin, Sulfamethazin, Sulfamethoxazol, N-Ace-
tyl-Sulfamethazin, N-Acetyl-Sulfamethoxazol und (Epi)-iso-Chlortetracyclin in Konzentratio-
enen iiber 50 ng L! nicht enthielten. Die wenigen Messstellen mit Positivbefunden lagen in der
Néhe von Oberflichengewdssern, Siedlungsgebieten oder landwirtschaftlichen Nutzflachen.
Um hier abschlieBend die Eintragsquelle aus der Human- oder Veterindrmedizin identifizieren
zu konnen, sind Riicksprachen mit den dortigen Landwirten iiber eingesetzte Antibiotika oder
Untersuchungen der Giille und der Ackerboden notwendig. Die nachgewiesenen Konzentrati-
onen bewegten sich im Bereich von 50 ng L' bis iiber 1 ug L'!. Bislang werden deutsche
Grundwisser nicht systematisch auf Antibiotikariicksténde untersucht, da die einschlagigen
Gesetze hierzu keine Grenzwerte vorsehen (Hannappel et al., 2016). Abgesicherte Schwellen-
wert-Konzentrationen, welche eine Resistenzbildung begiinstigen, sind nicht bekannt. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die detektierten Konzentrationen moglicherweise die
Bildung von Resistenzen fordern (Lehmann and Schonfeld, 2015). Die Nachweishdufigkeiten
wiirden durch die Anwendung der fiir Bodeneluate entwickelten Anreicherungsmethode (Ka-

pitel 3.11.2) mit einer Bestimmungsgrenze von 1 ng L' vermutlich héher ausfallen.
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6 Fazit und Ausblick

Die Untersuchung antibiotikahaltiger Rindergiille nach entsprechender Vorbehandlung iiber
anaerobe Fermentation oder aerobe Lagerung zeigte, dass die Wirkstoffe Eliminierungsprozes-
sen unterliegen. Diese waren umso ausgepragter, je langer die Dauer und je héher die Tempe-
ratur des Versuchsansatzes gewihlt wurde. Auch die Zufuhr von Sauerstoff begiinstigte die
Eliminierung. In dem Bereich der Giillevorbehandlung existieren folglich gewisse Spielrdume,
um die Effizienz der Eliminierungsraten zu steigern und somit die Antibiotikaeintrage iiber die
Giille zu minimieren bzw. die Bioverfligbarkeit herabzusetzen. Auflagen fiir Landwirte konnten
erlassen werden, welche die Lagerbedingungen fiir Giille — die im Behandlungszeitraum des
Viehbestandes mit Antibiotika anfdllt — regeln. Ein grof3flachiges Giillemonitoring kénnte zur
Ableitung von entsprechenden Grenzwerten durchgefiihrt werden. Insbesondere Biobauern
sind durch das Verbot der Anwendung synthetischer Mineraldiinger (Art. 4 Abs. le der Ver-
ordnung 834/2007) auf die organische Giillediingung angewiesen (VO (EG) Nr. 834/2007,
2007). Durch sehr geringe Schadstoffriickstédnde in biologischen Erzeugnissen konnten diese
aufgewertet und dem vorbeugenden Umwelt- und Verbraucherschutz Folge geleistet werden.
Auch die Viskositét der Giille erwies sich als wichtiges Kriterium fiir die spéatere Aufnahme der
Wirkstoffe aus dem Giille-Boden-Gemisch in die Aufwuchspflanzen. Mohrenpflanzen, welche
mit gelagerter Giille gediingt wurden, wiesen deutlich niedrigere Riickstandsgehalte an Antibi-
otika auf als vergleichbare Ansédtze mit fermentierter Rindergiille. Zusitze zur Erhéhung der
Viskositdt wiren von Vorteil, da Antibiotika an feste Bestandteile binden und so in ihrer Mo-
bilitdt/Bioverfligbarkeit eingeschrankt werden. Ein weiterer Ansatz zur Minimierung der Ein-
trige von Veterindrantibiotika in die Umwelt wird in der Verabreichung von Tierarzneimitteln
als Pellets anstelle von Pulver gesehen. Hierdurch werden Verschleppungen von Antibiotika
iiber Stallstdube in die Stallumgebung minimiert. Fiir Sulfadiazin konnten hier bereits positive
Ergebnisse erzielt werden (Menz and Riimmele, 2015). Neben der Verwendung neuer Arznei-
mittelformulierungen ist generell der Bedarf an Tierarzneimitteln durch einen hohen Gesund-
heitsstatus der Tiere gering zu halten. Insbesondere Haltungs- und Hygienebedingungen im
Stall konnen mafigeblich hierzu beitragen und die kurative Gabe von Arzneimitteln verringern.
Die Verabreichung der Wirkstoffe bei Krankheiten sollte gezielt und sachgerecht nach dem
Prinzip ,,so viel wie ndtig, so wenig wie mdglich* erfolgen. Moglichst keine Breitbandantibio-
tika, sondern spezifische gegen den jeweiligen Erreger wirksame Medikamente, sollten ausge-
wihlt werden. Auch eine sachgerechte Entsorgung der Arzneimittel ist von Bedeutung. Diese
konnen in Apotheken oder Schadstoffsammelstellen abgegeben werden und sollten ggf. iiber

den Hausmiill und keinesfalls iiber die Toilette entsorgt werden.

Die {iiber Giille in den Boden eingetragenen Wirkstoffkonzentrationen lagen theoretisch im
mg kg!'-Bereich. Im Boden konnten mit der neu entwickelten Methode Riickstandsgehalte im
ng kg'-Bereich nachgewiesen werden, die v.a. den gut bioverfiigbaren Anteil darstellen. Der
LoBboden erwies sich als besserer Riickhalt im Vergleich zu dem Sandboden. Dies zeigte sich

zum einen anhand der Untersuchung des Weidelgrases. Pflanzen, die auf Lo8boden wuchsen,
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nahmen deutlich weniger Antibiotika auf als Pflanzen, welche auf Sandbdden kultiviert wur-
den. Auch anhand der Lysimeterstudien zeigte sich eine bessere Infiltration von Antibiotika in
dem Sandboden. Fiir die Abschidtzung des Umweltverhaltens spielt der Boden somit eine her-
ausragende Rolle.

Die Grundwasseruntersuchung zeigte einen vermehrten Befund von Sulfamethoxazol, was
hauptsédchlich auf dessen Einsatz in der Humanmedizin und den Eintrag {iber die Klidranlagen
zuriickgefiihrt wurde. Bislang existieren keine Grenzwerte fiir Antibiotika im Grundwasser.
Eine Probe wies eine Sulfamethoxazolkonzentration von iiber 1 pg L' auf. Zum Vergleich, es
gilt in der EU ein Grenzwert fiir Riickstdnde von Pflanzenschutzmitteln in Grund- und Trink-
wasser von 0,1 ug L!. Die Etablierung einer vierten Reinigungsstufe bei Kl4ranlagen ist derzeit
in der Diskussion. Uber diese sollen im Anschluss an die Nachklirung im Abwasser befindliche
Arzneimittelreste und andere anthropogene Spurenstoffe entfernt werden. Als wirkungsvolle
Verfahren fiir die vierte Reinigungsstufe gelten die Mikrofiltration im Membranbioreaktor, die
Ozonierung, die Aktivkohleadsorption und die UV-Bestrahlung (auch mit Zugabe von Wasser-
stoffperoxid) (Menz and Riimmele, 2015). Insbesondere fiir Sulfonamide konnte bereits ein
Photoabbau nachgewiesen werden (Zhang et al., 2016). Dennoch ist auch dieses Vorhaben der
Einfiihrung einer vierten Reinigungsstufe mit Nachteilen verbunden. So kann die Ozonierung
moglicherweise zu der Bildung schéddlicher Abbau- und Transformationsprodukte fiihren. An
die Herstellung und den Transport von Aktivkohle sind hohe Umweltbelastungen und ein hoher
Energieverbrauch gekniipft. Gleiches gilt fiir den Einsatz von Membranen. Auch die Minimie-
rung antibiotikaresistenter Mikroorganismen im Abwasser ist bislang ungeklért. Trotz weiterer
Abwasseraufbereitung gab es Hinweise auf deren Verbleib im Kliranlagenablauf. Auch eine
Selektion antibiotikaresistenter Erreger durch den Einsatz von Ozon ist ungeklért. Hohe Inves-
titions-, sowie steigende Energie- und Betriebskosten fiihren zudem zu einer Erh6hung der Ab-
wassergebiihren (Menz and Riimmele, 2015). Der Einsatz Metalloxid beschichteter Rechen
wurde bislang nicht diskutiert. Dies konnte nach den gewonnenen Erkenntnissen aus dieser

Arbeit jedoch ein vielversprechender und kostengiinstiger Ansatz sein.

Die nachgewiesenen Wirkstoftkonzentrationen in den Pflanzen lagen deutlich unterhalb der fiir
den Menschen tolerierbaren taglichen Aufnahmeraten (Kapitel 5.4.5). Aus diesen Ergebnissen
ist kein gesundheitliches Risiko abzuleiten. Die Biotransformation der Wirkstoffe iiber pflanz-
liche Detoxifikationsmechanismen (Chee-Sanford et al., 2009) miissten in Zukunft jedoch un-
tersucht werden. Die Bildung von Konjugaten zwischen den Wirkstoffen oder deren Metaboli-
ten mit Zuckern / Kohlenhydraten, die in der Pflanze gebildet wurden sind denkbar. Konjugate
sind in der Regel extrahierbare gebundene Riickstdnde. Die antibiotische Aktivitit der gebilde-
ten Abbau- und Transformationsprodukte miisste tiberpriift werden. Dieses spannende Thema

konnte in weiterfithrenden Forschungsarbeiten nidher untersucht werden.

Das Thema Resistenzen ist sowohl im human- als auch im veterindrmedizinischen Bereich von

enormer Bedeutung. Daher sollte die Resistenzentwicklung bei verschiedenen Darm- oder Bo-
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denbakterien weiter verfolgt werden. Den Fragen, welche Spurenkonzentrationen zur Ausbil-
dung von Resistenzen beitragen kénnen, ist nachzugehen. Uber diesen Weg konnten im An-
schluss anhand klinischer Studien Grenzwerte festgelegt werden. Studien von Gullberg et al.
zeigten bereits, dass Tetracyclin-Konzentrationen > 15 pg L! die Selektion von Tetracyclin-
resistenten Bakterien begiinstigen konnen (Gullberg et al., 2011). Aktuellen Medien-Informa-
tionen zur Folge, wurden in vielen Gewéssern (Fliisse, Bache, Badeseen) in Niedersachsen mul-
tiresistente Keime nachgewiesen. Als Konsequenz daraus werden zukiinftig flichendeckende
Kontrollen von Gewissern auf antibiotikaresistente Keime gefordert. Ein Gesundheitsrisiko
wird insbesondere fiir immungeschwichte und dltere Menschen angenommen. Als Eintrags-
quelle wird das Einleiten von Klinikabwissern in Kldranlagen, sowie das Ausbringen von Giille

vermutet (Tagesschau, 2018).

Wirkstoffe wie Tetracycline (und deren Transformationsprodukte), die vorzugsweise an Wur-
zeln adsorbieren bzw. in diesen akkumulieren, sollten fiir weitere Untersuchungen von Wurzel-
und Knollengemiise (z.B. Kartoffeln, Radieschen, Mdhren, Zwiebeln) unter praxisiiblichen
Feldbedingungen herangezogen werden. Substanzen die leicht von dem Wurzelbereich in ober-
irdische Bereiche der Pflanze verlagert werden koénnen (Sulfonamide und deren Metabolite),
sollten in wichtigen Nahrungsmitteln des Menschen wie beispielsweise Kopfsalat und Gurken
untersucht werden. Auch die Aufnahme antibiotikaresistenter Keime durch die Pflanzen sollte
Gegenstand der Untersuchung sein. Des Weiteren ist dariiber nachzudenken, ob ein einheitli-
ches Probenaufarbeitungsverfahren fiir verschiedene Matrices und Wirkstoffe sinnvoll er-
scheint. Nur so kann die Einhaltung von Grenzwerten am besten kontrolliert werden und nati-

onalen und internationalen Vergleichen standhalten.
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Tabelle B-3: Antibiotikagehalte in Rindergiille des Aufwuchsjahres 2014 nach durchgefiihrter
Fermentation. Angegeben sind die Antibiotikagehalte in mg kg Als Ergebnis ist der arithme-
tische Mittelwert dreier Aufarbeitungen + die Standardabweichung aufgefiihrt. Die Spannweite
der Messergebnisse ist in Klammern angegeben. BG = 2 ug kg

Reaktor Analyt Dotierung [mg kgailme] Analyse [mg kgrv!] | Verlust durch Fer-
mentation [%]
103 (Epi)-CTC 20 4,4+0,6 78,0
(3,8-5,0)

104 (Epi)-CTC 50 123+1,3 75,4
(10,8-13,2)

105 (Epi)-CTC 100 383+1,3 61,7
(36,8-39,2)

106 (Epi)-DOX 20 16,5+1,0 17,3
(15,4-17,3)

107 (Epi)-DOX 50 40,4 +£0,7 19,2
(39,7-41,0)

108 (Epi)-DOX 100 76,7 + 0,4 23,3
(76,2-77,0)

109 SMX 20 <BG 100,0

110 SMX 50 <BG 100,0

111 SMX 100 <BG 100,0

112 SMZ 20 14,6 £ 0,1 27,2
(14,5-14,6)

113 SMZ 50 37,1+0.8 25,8
(36,4-37,9)

114 SMZ 100 70,7 +£ 0,4 29,3
(69,3-71,5)

Tabelle B-4: Nachgewiesene Transformationsprodukte in Rindergiille des Aufwuchsjahres
2014 nach durchgefiihrter Fermentation. Angegeben sind die Gehalte in mg kg™'. Als Ergebnis
ist der arithmetische Mittelwert dreier Aufarbeitungen + die Standardabweichung aufgefiihrt.
Die Spannweite der Messergebnisse ist in Klammern angegeben. BG = 2 ug kg™’

Reaktor | Transformationsprodukt Dotiery{lg Analyse Bildung durch
[mg kgl [mg kgrm] Fermentation [%]

103 (Epi)-CTC = (Epi)-iso-CTC 20 16,5+ 0,4 82,5
(16,2-16.9)

104 (Epi)-CTC - (Epi)-iso-CTC 50 36,7+ 1,1 73,4
(35,5-37,7)

105 | (Epi)-CTC = (Epi)-iso-CTC 100 61,7+0,1 61,7
(61,6-61,8)
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Tabelle B-5: Nachgewiesene Antibiotikagehalte im Boden nach der Ernte der fiinf Weidelgras-
Schnitte. Angegeben sind die mittleren Konzentrationen (n = 2) in ug kg’ bezogen auf Frisch-
und Trockenmasse £ die Standardabweichung. BG = 1 ug kg’

Variante Bodentyp Analyt Konz. dotielrt Nachgewiesene Konzentration
[mg kggine"] g kgrnr! g kgnr!
+ STDAW + STDAW
3 Volkmarser (Epi)-CTC 20 35,0147 38,7152
4 Sandboden (Epi)-CTC 50 78,4+ 16,2 86,6 £ 17,7
5 (Epi)-CTC 100 121,5 20,1 130,7 21,6
6 (Epi)-DOX 20 97,7+9,0 105,5+ 9,6
7 (Epi)-DOX 50 2853+ 7,7 314,5%8,7
8 (Epi)-DOX 100 479,0 £ 9,5 534,3110,0
9 SMX 20 <NG <NG
10 SMX 50 <NG <NG
11 SMX 100 <NG <NG
12 SMZ 20 32,7+1,7 36,0+ 1,8
13 SMZ 50 90,0 £ 0,5 101,7 £ 0,7
14 SMZ 100 191,6 £ 2,0 215,6 £ 2,1
17 Baunataler (Epi)-CTC 20 17,3+2,5 21,2 3,0
18 LoBboden (Epi)-CTC 50 35,7425 422%29
19 (Epi)-CTC 100 55,0+23 66,1 2.9
20 (Epi)-DOX 20 60,5+43 72,552
21 (Epi)-DOX 50 135,5+21,9 144,9 23,7
22 (Epi)-DOX 100 283,4+£43,0 3074 47,1
23 SMX 20 <NG <NG
24 SMX 50 <NG <NG
25 SMX 100 <NG <NG
26 SMZ 20 13,8+ 1,8 15,6 £2,0
27 SMZ 50 46,0 £ 12,6 52,3+143
28 SMZ 100 94,3 + 33,7 107,7 £ 38,6
Metabolite und / oder Transformationsprodukte
Volkmarser (Epi)-iso-CTC - 9,4+0,8 10,4 0,8
4 Sandboden | (g i .CTC ] 16,2+ 0,3 17,903
(Epi)-iso-CTC - 30,2+5,7 32,5%6,1
17 Baunataler (Epi)-iso-CTC - 5,7+£0,2 7,0 £0,2
18 LoBboden | (gpi) iso-CTC i 9,9+1,1 11,6 £1,2
19 (Epi)-iso-CTC - 15,6 £ 0,8 18,8% 1,0
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Tabelle B-11: Nachgewiesene Antibiotikagehalte im Boden nach der Ernte der Méhren. Ange-
geben sind die gemittelten Konzentrationen (n = 6) in ug kg' bezogen auf Frisch- und Tro-
ckenmasse + die Standardabweichung und die Spannweite der Analysenergebnisse.

K . Nachgewiesene Konzentration®
. Giillevorbe- onz. dotiert
plmiaci handlung Lk [mg/kg Giille] ng kgev! g kgrv!
+ STDAW + STDAW
e
. 2,5+ 14 ,1£15,
3(a,c,d) (Epi)-CTC 100 62,5 8 77 57
(43,0-79,0) (46,5-84,6)
. 147,9 £ 22 160,7 £ 23,
4 (a, c,d) (Epi)-DOX 100 79 >3 60,7238
(113,7-173.9) (124,6-187,51)
aerobe Lagerung 11405 15406
5(a,c,d) SMX 100 o -
(3,5-4,7) (3,8-5,1)
+ +
6 (. c. d) SMZ 100 72,4 £ 33,7 78,4 £ 36,2
(43,4-126.9) (47,5-137,0)
. 1,8+51 96,4 * 69,1
7 (a, ¢, d) (Epi)-CTC 100 81,8 £51,9 6,426
(36,6-150,4) (39,6-201,2)
. 353,7+26,4 387,7 £ 30,0
8(a,c.d) anaemb? (Ep)-DOX 100 (313,2-381,2) (340,6-416.8)
Fermentation
9(a,c,d) SMX 100 <BG <BG
+ +
10 (a. c. d) SMZ 100 103,6 3,7 112,0 £ 4,0
(97,3-107.6) (105,1-116,1)
Metabolite und / oder Transformationsprodukte
" 74+1,5 9,0%+1,6
3(a,c,d) aerobe Lagerung | (Epi)-iso-CTC - (5391 (5898)
" 14,7 + 17,18,
7(@,c,d) anacrobe (Epi)-iso-CTC . 7239 TIE83
Fermentation (8,4-21,8) (9,0-29.9)

*BG =1 pg kg!
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Tabelle B-12: Nachgewiesene Antibiotikagehalte in den einzelnen Bodenschichten der Lysime-
ter (n = 3). Ansdtze mit Sulfamethoxazol waren negativ und sind daher nicht aufgefiihrt.

Bodentiefe | Boden Siule Konzentration | Boden Siule Konzentration
[em] [ng kgpy,l [ng kgpyl
0-5 7 ((Epi)- 8,7+25/ 33 ((Epi)- 12,2+03/

CTC)/ 3,6+1,0 CTC)/ 2,7+0,1

((Epi)-iso- ((Epi)-iso-

5-10 CTC) <BG/<BG CTC) <BG/<BG
10-15 = <BG/<BG g <BG/<BG
15-20 . <BG/<BG % <BG/<BG
20 - 25 iﬁ <BG/<BG % <BG/<BG
25 - 30 S <BG/<BG | £ <BG/<BG
30-35 2 <BG/<BG S <BG/<BG
35-40 <BG/<BG <BG/<BG
40 - 45 <BG/<BG <BG/<BG
45-50 <BG/<BG <BG/<BG
0-5 13 ((Epi)- 158+22 39 ((Epi)- 21,6+ 1,7

DOX) DOX)
5-10 <BG <BG
10-15 . <BG T <BG
15 -20 = <BG &3 <BG
20 -25 i:i <BG % <BG
25 -30 % <BG E <BG
30 - 35 e <BG S <BG
35 - 40 <BG <BG
40 - 45 <BG <BG
45 - 50 <BG <BG
0-5 25 (SMZ) 4.8 +0,4 51 (SMZ) 59+0,1
5-10 <BG (0,5+0,1) 2,1£0,1
10 - 15 <BG (0,1) - 1,1 £0,1
15-20 E <BG (0,1) 5 <BG (0,4 +0,1)
20-25 5 <BG (0,1) 3 <BG (0,1)
25-30 ‘g <BG (0,1) g <BG (0,1)
30-35 3 <BG (0,1) E <BG (0,1)
35-40 <BG (0,1) <BG (0,1)
40 - 45 <BG (0,1) <BG (0,2 £0,1)
45 - 50 <BG (0,1) <BG (0,3 £0,1)
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8.3 Anhang C zu Kapitel 5 ,,Diskussion

Tabelle C-1: Im Rahmen der Methodenentwicklung bestimmte absolute Wiederfindungen in
Bezug auf Losungsmittelstandards (Eluentengemisch). Dotierniveau: 50 ug kg™

Absolute Wiederfindungen als Peakflichen- und Responsevergleich [%]
Substanz Giille Maoéhrenriibe Weidelgras

Flache Response Flache Response Flache Response
(Ep1)-CTC 85,2 114,3 104,2 95,2 118,6 115,0
(Ep1)-DOC 108,2 145,3 105,6 96,7 80,4 78,0
SMZ 54,4 96,8 75,3 104,0 60,7 94,0
SMX 52,3 97,4 69,1 100,6 48,3 94,8
N-Ac-SMZ 52,7 93,7 74,2 102,5 59,5 92,4
N-Ac-SMX 47,6 88,7 69,7 101,4 50,7 99,6
(Epi)-iso-CTC 75,4 101,2 110,5 101,0 92,9 90,1
SMZ-13Cs 56,3 72,4 64,5
SMX-13Cs 53,7 68,8 50,9
DEM 74,5 109,4 103,2
WDF-Bereich | 48 — 108 89 - 145 74 - 111 95 - 104 48 - 119 78 — 115
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Tabelle C-5: Zusammenstellung maximaler Antibiotikagehalte in verschiedenen Bodentiefen
aus Literaturdaten.

Wirkstoffe Bodenschicht Konzentration Literatur
[cm] [ugkg']
Tetracycline
Chlortetracyclin 0-5 8,2 (LoB), 12,2 (Sand) diese Arbeit (Lysimeterboden)
0-30 max. 7 (Alexy et al., 2004; LANUYV, 2007)
0-30 45-12,5 (Hoper et al., 2003; Kues et al., 2004;
LANUV, 2007)
0-10 0-254 (Hamscher et al., 2000; LANUV, 2007)
10-20 0-14,6 (Hamscher et al., 2000; LANUV, 2007)
20 —40 0-264 (Hamscher et al., 2000; LANUYV, 2007)
30-40 2,3-42 (Hoper et al., 2003; LANUV, 2007)
0-10 7 (Hamscher et al., 2002)
0-30 93 (Nieder et al., 2018; Pawelzick et al.,
2004)
Doxycyclin 0-5 15,8 (L6B), 21,6 (Sand) diese Arbeit (Lysimeterboden)
Oxytetracyclin 40-90 <1 (Hoper et al., 2003)
Tetracyclin 0-30 35 -295* (Hamscher et al., 2005a)
450 - 900 (Nieder et al., 2018; Winckler and
Grafe, 2000)
0-30 443 (Nieder et al., 2018; Pawelzick et al.,
2004)
200 (Hamscher et al., 2002)
Sulfonamide
Sulfamethazin 0-5 4,8 (L6B), 5,9 (Sand) diese Arbeit (Lysimeterboden)
0-30 4.5 (Nieder et al., 2018; Pawelzick et al.,
2004)
0-30 0,7-2,1 (Hoper et al., 2003; Kues et al., 2004;
LANUV, 2007)
30-40 <1bis 1,2 (Hoper et al., 2003; LANUV, 2007)
40-90 <1 (Hoper et al., 2003; LANUV, 2007)
0-10 0-—2% (Hamscher et al., 2005a)
11 (Hamscher et al., 2002)
15 (Christian et al., 2003)
Sulfamethoxazol 0-5 - diese Arbeit (Lysimeterboden)

*je nach Giilleanwendung, Einheit: pg kgrm™!
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Tabelle C-10: Konzentrationen verschiedener Sulfonamide und Tetracycline in Wiissern.

Antibiotikum Maximalkonzentration Literaturangabe
[ng L]
Grundwasser
Sulfamethazin 0,16 -0,24 (Batt et al., 2006; Hamscher et al., 2005a;
Hirsch et al., 1999; Kolpin et al., 2002)
Sulfamethoxazol 0,41 (Sacher et al., 2001)
Sulfamethoxazol 0,22 (Lindsey et al., 2001)
Tetracyclin 0,13-0,4 (Campagnolo et al., 2002; Hamscher et al.,
2005b; Krapac et al., 2005)
Oberfldchengewisser
Chlortetracyclin 0,11 -0,69 (Kolpin et al., 2002; Lindsey et al., 2001,
Yang et al., 2004)
Doxycyclin 0,07 (Yang et al., 2004)
Oxytetracyclin 0,15-1,34 (Kolpin et al., 2002; Lindsey et al., 2001;
Yang et al., 2004)
Tetracyclin 0,11 (Kolpin et al., 2002)
Sulfadimethoxin 0,08 -15 (Lindsey et al., 2001; Yang et al., 2004)
Sulfamethazin 0,06 — 0,22 (Kolpin et al., 2002; Yang et al., 2004)
Sulfadiazin 4,1 (Boxall and Long, 2005)
Sulfamethoxazol 0,48 (Hirsch et al., 1999)
Trinkwasser
Sulfamethoxazol >0,1 (Kemper, 2008; Miickter, 2006)
Abwasser von Kldranlagen
Chlortetracyclin 0,04 (Zhang et al., 2015)
Doxycyclin 0,09 (Zhang et al., 2015)
Sulfamethazin 0,01 (Diaz-Cruz et al., 2008)
Sulfamethoxazol 0,24 (Diaz-Cruz et al., 2008)
Sulfamethoxazol 2,0 (Hirsch et al., 1999)
Sulfamethoxazol 1,3 (Batt and Aga, 2005)
Sulfamethoxazol 0,07-0,4 (Botitsi et al., 2007)
Uberlandabfluss (run-off)
Oxytetracyclin 32 (Kay et al., 2005)




