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ZUSAMMENFASSUNG & AUSBLICK

Die intensive Tierhaltung in Deutschland bedingt einen hohen Einsatz von Pharmazeutika wie
Antibiotika und fiir Zuchtzwecke auch von Hormonen. Aber nicht nur Pharmazeutika, sondern
auch Schwermetalle wie Kupfer und Zink, werden den Tieren liber das Futtermittel in Mengen
oberhalb des physiologischen Bedarfs verabreicht. Sowohl ein hoher Anteil unverdndert
ausgeschiedener Pharmazeutika, als auch eine unvollstindige Aufnahme der Schwermetalle im
Tier, fiilhren zu einer erhohten Konzentration dieser Substanzen in Wirtschaftsdiingern. Die
unausweichliche Folge ist ein dauerhafter Eintrag in die Umwelt. Die Auswirkungen auf diese
Flachen werden durch das Beproben von Bodendauerbeobachtungsflichen (BDF) untersucht
und ermdglichen einen retrospektiven Einblick iiber Jahrzehnte. Eine BDF der Region
Weser-Ems in Niedersachsen wurde hier im Detail untersucht, da hier seit vielen Jahren mit

Schweinegiille gediingt wird.

Flir die Bestimmung von Kupfer und Zink in landwirtschaftlich genutztem Boden wurde ein
mikrowellenunterstiitzter Kénigswasseraufschluss etabliert. Die Messung der Proben erfolgte
mittels induktiv gekoppeltem Plasma gekoppelt mit Massenspektrometrie (ICP-MS). Anhand
gezielter Probenauswahl der BDF wurden die Konzentrationen von Kupfer und Zink im
Oberboden (0-30 cm) iiber einen Zeitraum von 14 Jahren bestimmt. Zusatzlich wurde das
Verhalten der beiden Schwermetalle im Unterboden (ab 30 cm), in 10 cm Abstdnden bis zu einer
Tiefe von 90 cm, untersucht. Insgesamt wurden im Oberboden Gehalte fiir Zink von maximal
21,2 mg/kg und fiir Kupfer 13,1 mg/kg bestimmt. Anhand der Tiefenprofile konnte festgestellt
werden, dass die untersuchten Schwermetalle ein unterschiedliches Verhalten im Boden zeigen:
Zink weist im Vergleich zu Kupfer eine hohere Mobilitiat auf. Eine durchgdngige Zunahme der
Gehalte in den einzelnen Bodenschichten liber 14 Jahre hinweg konnte nicht bestatigt werden.
Die Ergebnisse weisen auf eine Sattigung der Bodenmatrix mit Kupfer und Zink hin. Eine

Auswaschung in das Grundwasser kann nicht ausgeschlossen werden.

Vor allem die Antibiotikaklassen Sulfonamide und Tetracycline finden eine grofe Anwendung in
der Veterindrmedizin. In dieser Arbeit wurde daher eine effektive Fliissig-Fliissig-Extraktion
(LLE) zur simultanen Bestimmung der Substanzen in gealtertem, landwirtschaftlich genutztem
Boden entwickelt und validiert. Dabei wurden die unterschiedlichen physikalischen sowie
analytischen Anforderungen der Substanzklassen erfolgreich in die Methode integriert. Da
Sulfonamide fiir die Bildung nicht-extrahierbare Riickstinde in Bdden bekannt sind, wurde
zusatzlich eine harsche Extraktionsmethode mittels Mikrowellenextraktion etabliert und

validiert. Die Konzentrierung und Reinigung der Extrakte erfolgte mittels Festphasenextraktion.
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Die Validierung des Analysenverfahrens erfolgte an zwei unterschiedlichen LC-MS Systemen
(UHPLC-QTRAP, UHPLC-QTOF) mit einem nicht kontaminierten Kontrollboden. Da
hauptsachlich gealterte Proben untersucht wurden, erfolgte die Validierung mit simulierten
gealterten Proben. Hierzu wurden die Proben zunichst fiir 10 Minuten und 7 Tage mit den
Referenzverbindungen dotiert. Dabei konnte aufgrund der Interaktion der Analyten mit der
Bodenmatrix bei ladngerer Inkubationszeit eine Erhohung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze, eine verringerte Prazision, sowie eine Abnahme der Wiederfindungsrate
beobachtet werden. Daher mussten fiir die Quantifizierung gealterte Proben simuliert und deren
Wiederfindung bestimmt werden. Die Matrixeffekte wurden fiir die Proben der BDF, sowie fiir
den Kontrollboden, an beiden MS Systemen evaluiert. Zur Kompensation der auftretenden
Matrixeffekte wurden isotopenmarkierte Sulfonamide als interne Standards eingesetzt. Da fiir
Tetracycline keine isotopenmarkierten Standards zur Verfiigung standen, wurden fiir die
untersuchten Verbindungen ebenfalls die isotopenmarkierten Sulfonamide herangezogen. Die
Anwendbarkeit des Extraktions- und Messverfahrens auf verschiedene Bodenarten (Sand, Lof3

und Ton) wurde getestet und ist gegeben.

Die retrospektive Untersuchung der BDF auf Sulfonamide und Tetracycline umfasst einen
Zeitraum von 16 Jahren. Dabei wurden die Sulfonamide Sulfaguanidin (SGU), Sulfadiazin (SDZ)
und Sulfamethazin (SMZ) mittels LLE und Mikrowellenextraktion (MWE) nachgewiesen.
Insgesamt wurden mittels Mikrowellenextraktion durchweg hohere Gehalte bestimmt. Die
Gehalte von SDZ und SMZ in gealterten Proben sind fiir beide Methoden im unteren pg/kg
Bereich einzuordnen. Fiir SGU konnten im Oberboden Gehalte bis zu 80 pg/kg mittels LLE und
bis zu 170 pg/kg mittels MWE in frischen Proben bestimmt werden. Beide Methoden liefern
vergleichbare Ergebnisse. Uber die 16 Jahre hinweg zeigte sich ein konstanter Gehalt fiir SDZ
und eine Abnahme von SMZ. Fiir das Verhalten von SGU kann keine genaue Aussage getroffen
werden, da die Werte liber 16 Jahre hinweg einer gréfieren Schwankung unterliegen. Die
Eintragsquelle fiir SGU ist, im Vergleich zu SDZ und SMZ, nicht bekannt, da in Deutschland kein
Tierarzneimittel mit dem Wirkstoff SGU zugelassen ist. In weiterflihrenden Arbeiten sollte die
Quelle eindeutig identifiziert werden, um einen mdglicherweise unbewussten Eintrag

antimikrobieller Substanzen zu vermeiden.

Anhand des Tiefenprofils konnte fiir SMZ und SGU eine Auswaschung in tiefere Bodenschichten
festgestellt werden. SDZ zeigte hingegen keine Verlagerung. Der Metabolit 4-OH-SDZ konnte
ebenfalls identifiziert und halbquantitativ bestimmt werden. Diese Verbindung zeigte ein

ahnliches Umweltverhalten wie die Muttersubstanz SDZ.

Mittels LLE konnte weiterhin Tetracyclin in den Proben der BDF nachgewiesen werden. In

frischen Proben konnte im Oberboden ein Tetracyclin-Gehalt bis zu 1 mg/kg bestimmt werden.
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Uber die 16 Jahre hinweg wurde ein leicht steigender Gehalt im Oberboden beobachtet. Die
Ergebnisse des Tiefenprofils verdeutlichen, dass Tetracyclin im Oberboden verbleibt. Ein
Vergleich der Gehalte aus dem Jahr 2001 mit den damaligen bestimmten Gehalten zeigt, dass die
Tetracyclin-Gehalte iiber 15 Jahre hinweg stabil geblieben sind, obwohl keine Konservierung der
Proben erfolgte. In den Proben konnten weiterhin zwei Transformationsprodukte von
Tetracyclinen nachgewiesen werden. Isochlortetracyclin, das Transformationsprodukt von
Chlortetracyclin, sowie Seco-cyclin, entstanden aus Tetracyclin. Die Sulfonamid- und
Tetracyclin-Ergebnisse zeigen, dass bestimmte Antibiotika moglicherweise stabiler sind als
bisher vermutet. Weiterhin verdeutlichen die Ergebnisse die Komplexitit der Vorgéinge, welche
im Boden stattfinden und dass keine allgemeinglltigen Aussagen hinsichtlich des
Umweltverhaltens einzelner Antibiotika oder Antibiotikaklassen getroffen werden konnen. Da
selbst Substanzen einer Antibiotikaklasse ein unterschiedliches Verhalten aufweisen konnen,

fiihrt kein Weg an Einzelstoffuntersuchungen vorbei.

Eine Literaturstudie verdeutlichte, dass auch in der Veterindrmedizin verwendete Hormone
moglicherweise Umweltrelevanz besitzen. In dieser Studie konnte fiir das synthetische Hormon
Altrenogest, das zur Brunftsynchronisation bei Zuchtsauen eingesetzt wird, zumindest eine
lokale Bedeutung erkannt werden. Als Konsequenz dieser Erkenntnis wurde eine 28-tigige
Sorptionsstudie durchgefiihrt, da bisher nur wenige Informationen iiber das Verhalten von
Altrenogest in der Umwelt bekannt sind. Dafiir wurde sowohl eine Extraktionsmethode fiir
wassrige Proben als auch fiir Bodenproben entwickelt und validiert. Im Labormafistab wurde
anschliefdend in einem Wasser/Boden-System das Verhalten von Altrenogest untersucht. Zur
Abschatzung des Umweltverhaltens wurden der Kp-, sowie der Koc- beziehungsweise der
log-Koc-Wert bestimmt. Diese weisen auf eine hohe Affinitat von Altrenogest zu der Bodenphase
hin. Spuren von Altrenogest im Wasserpfad sind aber durchaus denkbar. Eine mdgliche
Akkumulation in Bdéden, die vor allem mit Wirtschaftsdiinger von Zuchtsauen bewirtschaftet

werden, kann demnach nicht ausgeschlossen werden.



Abstract XII1

ABSTRACT

Intensive animal husbandry in Germany requires a large quantity of pharmaceuticals such as
antibiotics and to lesser extent hormones for breeding. Also huge amounts of copper and zinc
are administered far above the physiological need. The excretion of non-metabolized
pharmaceuticals as well as an incomplete uptake of heavy metals leads to high concentrations in
manure. By spreading liquid manure on agricultural fields, a permanent entry of the compounds
into the environment is performed. The effect on soils may be observed by the investigation of
long-term soil monitoring areas. They ensure a retrospective examination of the behavior of the
pharmaceuticals. Thus, one of these areas located in Lower Saxony was analysed in detail within

this study because it has been fertilized with manure from pigs since decades.

For the determination of copper and zinc in agricultural soil, a microwave assisted aqua regia
digestion was established. The measurement was carried out by ICP-MS. In specific samples of
the long-term soil monitoring area, the concentrations of copper and zinc in topsoil (0-30 cm)
were determined over a period of 14 years. In addition, the behavior of the two heavy metals in
horizon B (start at 30 cm) to a depth of 90 cm was examined in layers of ten centimeter
intervals. The maximum concentration of zinc found in topsoil was 21.1 mg/kg. The maximum
concentration of copper was 13.1 mg/kg. Both metals show a different behavior in soil: Zinc was
quite mobile, whereas copper was immobile. A durable increase of heavy metal concentrations
in the individual soil layers was not observed over a period of 14 years. The results indicate a
saturation of the soil matrix with copper and zinc. Consequently, leaching to groundwater is

possible.

Sulfonamides and tetracyclines are still used in large amounts in veterinary medicine. In this
study, an effective liquid-liquid extraction method was developed and validated for the
simultaneous determination of the antibiotics in aged, agricultural soil. The different physical
and analytical requirements of these analytes were considered in the new extraction method.
Because sulfonamides tend to form non-extractable residues in soils, a harsh extraction method
using microwave extraction was established and subsequently validated. Enrichment of the

analytes and sample clean-up was carried out by solid phase extraction.

The validation of the analytical method was carried out with two different LC-MS systems
(UHPLC-QTRAP, UHPLC-QTOF) employing a control soil. For this purpose, different aged soil
samples were used. Therefore, analyte spiked samples were incubated for 10 minutes and 7
days. For longer aged soil samples (7 days), an increase of detection and quantification limits
was observed, due to the strong interaction of the analytes with soil matrix. In addition,

precision and recovery rates decreased. For quantification, aged samples were prepared in
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order to determine the corresponding recoveries. Matrix effects were evaluated for both MS
systems, using long-term soil monitoring area samples as well as for the control soil. Due to
matrix effects, several isotope-labeled sulfonamides were used as internal standards. However,
isotope-labeled tetracyclines were not affordable. Therefore, the measurements of the
tetracyclines were also realised with isotope-labeled sulfonamides. Furthermore, the liquid-
liquid extraction procedure was applied to different soil types (sand, loess and clay) and its

general applicability was confirmed.

The retrospective study was performed over a period of 16 years to determine the behavior of
sulfonamides and tetracyclines in soil. Sulfaguanidine, sulfadiazine and sulfamethazine were
detected by liquid-liquid extraction and microwave extraction. Overall, higher amounts were
determined by microwave extraction. The results of both methods showed for sulfadiazine and
sulfamethazine concentrations in the lower pg/kg range in aged soil. In fresh samples,
sulfaguanidine concentrations in topsoil up to 80 ug/kg were found by liquid-liquid extraction.
The concentrations via microwave extraction reached concentrations up to 170 pug/kg. The
results of both methods showed comparable results. Stable concentrations of sulfadiazine and a
decrease of sulfamethazine concentrations over the years were observed. No precise statement
can be made about the behavior of sulfaguanidine. In Germany no veterinary drug with
sulfaguanidine as active compound is approved. Thus, the source of sulfaguanidine, in contrast
to sulfamethazine and sulfadiazine, is unknown. In future work, the source should be identified

to avoid any unintended entry of antimicrobial substances.

Based on the depth profile, sulfamethazine and sulfaguanidine were found to leach into deeper
soil layers, whereas sulfadiazine showed no leaching. In addition, the transformation product
4-0H-SDZ was identified and determined semi quantitatively. It shows a similar behavior in the

environment as the parent substance sulfadiazine.

Beside sulfonamides also tetracycline was detected in the samples after liquid-liquid extraction.
In fresh samples, tetracycline concentrations up to 1 mg/kg were determined in topsoil. Slightly
increased concentrations were observed over the 16 years. The results of the depth profile
confirm, that tetracycline remains in topsoil. A comparison between recently determined
concentrations, with that of samples analysed 2001, shows, that stable tetracycline
concentrations, although no preservation of the samples was performed. Furthermore,
isochlortetracycline, a transformation product of chlortetracycline, and seco-cycline, a

transformation product of tetracycline, were found.

These results indicate that some antibiotics may be even more stable than suspected.
Furthermore, the results illustrate the complexity of processes taking place in soil. No general

statement can be made about antibiotics or classes of antibiotics, since even single substances of
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an antibiotic class may show different behavior. To sum it up, individual studies are still

necessary for each compound.

A literature review illustrates that in veterinary medicine hormones may also play an
environmental role. The study identified a local importance for the synthetic hormone
altrenogest, used for synchronization of the rut of sows. The study came to the conclusion that
more information about the environmental behavior of altrenogest would be desirable.
Therefore, an extraction method for aqueous samples and a method for the extraction of soil
samples were developed and validated. The behavior of altrenogest was subsequently
investigated in a water/soil system for 28 days in a laboratory scale. To predict the
environmental behavior, Kp, Koc and the corresponding log Koc were determined. The results
indicate a high affinity of altrenogest to the soil phase. A potential accumulation in soils, which
are fertilized by liquid manure of breeding sows, cannot be excluded. Furthermore, trace

concentrations of altrenogest in the water pathway may also occur.
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1 Problematik und Zielstellung

In der intensiven Tierhaltung finden neben Antibiotika auch bestimmte Spurenelemente eine
grofle Verwendung. In der Tierzucht ist auch die Verwendung natiirlicher und synthetischer
Hormone in bestimmten Fillen erlaubt. Das Umweltkompartiment Boden erfahrt daher, vor
allem bei landwirtschaftlicher Nutzung, eine dauerhafte Belastung mit diesen vielfaltigen

Stoffklassen tiber die Ausbringung von Wirtschaftsdiingern

Insbesondere die Spurenelemente Kupfer und Zink werden Futtermitteln als Zusatzstoffe
zugesetzt. Dabei steht nicht nur der erndhrungsphysiologische Bedarf der Tiere im Vordergrund,
sondern auch eine antimikrobielle Wirkung, die in leistungssteigernden Effekten resultieren
kann. Die Mengen die eingesetzt werden iiberschreiten letztlich nicht die festgelegten
Hochstmengen. Da diese jedoch liber dem eigentlichen erndhrungsphysiologischen Bedarf liegen
konnen, fiihrt der iiberméafiige Gebrauch zu erhdhten Konzentrationen in landwirtschaftlichem
Diinger (Windisch, 2002). Dieses Problem wurde bereits erkannt und durch die Vorgaben der
Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung fiir die Ausbringung von Wirtschaftsdiingern
reglementiert. Eine Untersuchung der Spurenelementgehalte und ihr Verhalten im Boden ist
dennoch geboten. Dafiir sollten in dieser Arbeit Kupfer- und Zinkkonzentrationen im Verlauf von
mehreren Jahren in Proben einer BDF bestimmt werden. Weiterhin sollte eine mogliche

Akkumulation von Kupfer und Zink in den unterschiedlichen Bodentiefen untersucht werden.

Antibiotika diirfen in der EU, nach VO (EG) Nr. 1831/2003 Art. 11, Abs. 2, seit 2006 nicht mehr
als Leistungsforderer eingesetzt werden. Auch die prophylaktische Therapie mit Antibiotika ist
verboten. Der Einsatz von Antibiotika erfihrt unter anderem wegen dieser regulatorischen
Mafdinahmen einen riicklaufigen Trend in den letzten Jahren, jedoch gelangen durch die
Ausbringung von landwirtschaftlichem Diinger immer noch hohe Mengen dieser Substanzen auf
Boden. Dabei handelt es sich meist um Bdden, die bereits seit vielen Jahren mit Antibiotika, wie
den Sulfonamiden und Tetracyclinen, belastet sind. Der Einsatz sollte demnach weiterhin
kritisch betrachtet werden, vor allem im Hinblick auf die Auswirkungen auf die Umwelt (BVL,
2018a; Sarmah et al, 2006). Daher sollte eine geeignete Extraktionsmethode fiir die
Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen in gealterten Bodenproben, sowie eine MWE
fir Sulfonamide, entwickelt und validiert werden. Dabei sollten Matrixeffekte evaluiert werden
und die Anwendbarkeit der Methode auf Boden unterschiedlicher Zusammensetzung untersucht
werden. Das Verhalten und die Gehalte der beiden Antibiotikaklassen in Boden sollte, anhand
von Proben der BDF, mit der entwickelten Methode untersucht werden. Gegebenenfalls

vorhandene Transformationsprodukte sollten identifiziert werden.
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Hormone werden seit langem fiir verschiedene Zwecke wie Brunstsynchronisierung oder
Embryotransfer bei Tieren, die nicht zur Mast dienen, eingesetzt (Kroker, 2010a). Im
Unterschied zu Antibiotika sind Hormone aber nicht in den Blickpunkt der Offentlichkeit
geraten. Lediglich das synthetische Hormon Altrenogest, welches in der Schweinehaltung
eingesetzt wird, riickte durch Medienberichte im Jahr 2014 kurzzeitig, aufgrund einer
BUND-Studie (Bund fiir Umwelt und Naturschutz Deutschland) zum Einsatz von Hormonen in
der intensiven Sauenhaltung, in den Mittelpunkt des Interesses (Horning, 2013; Schulte von
Drach, 2014). Eine Veroffentlichung von Abgabemengen, wie sie es bei den Antibiotika seit
einigen Jahren gibt, existiert bei Hormonen nicht. Bekannt ist, dass die synthetischen Hormone
im Vergleich zu endogenen Hormonen eine stirkere Wirksamkeit und eine lidngere
Halbwertszeit aufweisen (Ebert et al, 2010) und damit ein mogliches Umweltrisiko darstellen
koénnen.

Mit Durchfithrung einer Literaturstudie sollte das Umweltverhalten von Hormonen in der
Tierhaltung untersucht werden und mengenmaf3ig relevante Hormone identifiziert werden. Fiir
die Bestimmung der relevanten Hormone sollten die notwendigen Extraktionsmethoden fiir
feste sowie fliissige Proben entwickelt und validiert werden. Mit Durchfilhrung einer

Sorptionsstudie sollte das Umweltverhalten im Boden naher untersucht werden.

Insofern sollten in dieser Arbeit fiir sehr unterschiedliche Stoffklassen umfassende Erkenntnisse
gewonnen werden, die flir eine Abschdtzung einer moglicherweise 6kotoxikologischen
Gefahrdung des Bodens von Relevanz sind. In diesem Zusammenhang sind u.a. die Akkumulation
von Schadstoffen, die Induktion von Antibiotikaresistenzen aber auch die Kontamination des

Grundwassers zu nennen.
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I. KUPFER & ZINK

2 Einleitung

2.1 Kupfer und Zink in Béden

Boden ist ein komplexer Zusammenschluss aus anorganischen und organischen Komponenten.
Zu den Hauptelementen in Boden zdhlen vor allem Sauerstoff, Silizium, Aluminium, Eisen,
Kohlenstoff, Calcium, Kalium, Natrium sowie Magnesium (Sparks, 2003). Die Gehalte von Kupfer
in Boden liegen im Mittel bei 25 mg/kg Boden. Zink kommt dagegen, mit einem Mittelwert von
60 mg/kg, in grofderen Mengen in Béden vor (Sparks, 2003).

Die Bestimmung von Kupfer- und Zinkgehalten in Bdden unterliegt einer besonderen
Betrachtung. Denn sie gehdren zu den essenziellen Spurenelementen und steigern u.a. das
Wachstum vieler Organismen. Weiterhin besitzen sie prophylaktische Effekte bei
Darmerkrankungen. Aufgrund dieser positiven Effekte werden sie den Nutztieren
moglicherweise als Antibiotika-Alternative in erhohten Mengen iiber das Futtermittel
verabreicht. Nach Aufnahme werden sie wieder grofdtenteils ausgeschieden und gelangen so auf
die landwirtschaftlichen Bdden (Windisch, 2002; Zethner et al, 2007). In VO (EG) Nr.
1334/2003 wurden Hochstgehalte fiir Futtermittel festgesetzt. Kupfer und Zink werden
hauptsachlich in der Schweinezucht verwendet. Fiir Schweine sind demnach fiir Kupfer
25 mg/kg Futtermittel sowie fiir Zink 150 mg/kg Futtermittel zugelassen. Futtermittel fiir bis zu
12 Wochen alte Ferkel stellen eine Ausnahme dar. Hier gilt ein Gehalt bis zu 170 mg/kg
Futtermittel. Empfohlene Gehalte zur Sicherstellung der Versorgung der Tiere mit den
Spurenelementen liegen fiir Zink zwischen 50 und 100 mg/kg und fiir Kupfer zwischen 3 und
10 mg/kg (Windisch, 2002).

Diese Art der Verwendung bedingt erh6hte Gehalte in den Wirtschaftsdiingern. Mantovi et al.
(2003) untersuchten die zur Diingung verwendete Schweinegiille und bestimmten dort
Kupfergehalte von 250-800 mg/kg Trockenmasse sowie Zinkgehalte von 600-1000 mg/kg
Trockenmasse. Holzel et al (2012) bestimmten in Schweinegiille &hnlich hohe
Schwermetallkonzentrationen. Der Kupfergehalt schwankte dort in dem Bereich von
22-3388 mg/kg Trockenmasse und der Zinkgehalt im Bereich von 93-8239 mg/kg
Trockenmasse.

Die Schwermetallgehalte in Boden schwanken je nach Bodenart und -zusammensetzung.
Eintragsquellen sind, neben dem Wirtschaftsdiinger, auch atmosphéarische Depositionen,
Diingemittel, Auto-Emissionen, Industrieabwasser, Kalk oder Pestizide, aber auch die

geologische Erosion (Sparks, 2003). In Waldboden, mit keinem oder nur geringem



I. KUPFER & ZINK Einleitung 4

anthropogenen Einfluss, bestimmten Rékédsi und Filep (2015) einen durchschnittlichen
Kupfergehalt von 10 + 8 mg/kg sowie einen Zinkgehalt von 45 + 24 mg/kg. Einflussfaktoren auf
die Schwermetallgehalte gibt es viele, so dass die Gehalte natiirlichen Schwankungen
unterliegen. Ein Zusammenhang mit der Landwirtschaft ist dennoch erkennbar. De Conti et al.
(2016) bestitigten mit ihrer Studie, dass das wiederholte Aufbringen von kontaminierter
Schweinegiille zu einer Erhohung der Kupfer- und Zinkgehalte in der Bodenoberflache (5 cm)
fithren kann. Dabei beobachteten sie einen Anstieg des Kupfergehaltes von unter 10 mg/kg bis
hin zu 80 mg/kg und einen Anstieg von unter 30 mg/kg auf tiber 100 mg/kg des Zinkgehaltes.
Auch Mantovi et al. (2003) stellten einen Zusammenhang zwischen der Aufbringung von
Wirtschaftsdiinger und einer Erhéhung der Gehalte an Kupfer und Zink fest. Die Autoren
bestimmten fiir landwirtschaftlich genutzte Bodenflachen einen Kupfergehalt von 50 bis 220
mg/kg sowie einen Zinkgehalt von 90 bis 150 mg/kg. Die Gehalte sind vergleichbar mit den
Ergebnissen von De Conti et al. (2016).

2.2 Bodendauerbeobachtungsflichen (BDF)
Nach §8 Abs. 2 Nr. 1 Bundes-Bodenschutzgesetz (BBodSchG) sind Vorsorgewerte ,Bodenwerte,

bei deren Uberschreiten unter Beriicksichtigung von geogenen oder grofflichig
siedlungsbedingten Schadstoffgehalten in der Regel davon auszugehen ist, dass die Besorgnis
einer schddlichen Bodenverdnderung besteht“. Vorsorgewerte flir Metalle in verschiedenen
Bodenarten sind in Anhang 2, Nr. 4.1 in der Bundesbodenschutz- und Altlastenverordnung
(BBodSchV) gelistet. Zum Beispiel liegt der Vorsorgewert von Kupfer fiir die Bodenart , Ton"“ bei
60 mg/kg, der Vorsorgewert fiir Zink bei 200 mg/kg. Neben den Vorsorgewerten werden in
Anhang 2, Nr. 5 der BBodSchV auch zuldssige zusatzliche jahrliche Frachten an Schadstoffen
tiber alle Wirkungspfade festgelegt. Neben der BBodSchV gibt es weitere Gesetze und
Verordnungen wie das Bundes-Immissionsschutzgesetz (BImSchG), das Benzinbleigesetz
(BzBIG) oder die Diingemittelverordnung (DiiMV) und die Klarschlammverordnung (AbfKlarV),
die die Schwermetalleintrage in die Umwelt regeln. Trotz der Fiille an rechtlichen Regelungen in
Deutschland konnten Kamermann et al. (2015) fiir Béden in Niedersachsen eine Uberschreitung

der zuldssigen zusatzlichen Frachten nach BBodSchV fiir Kupfer und Zink feststellen.

Um jahrliche Frachten und Vorsorgewerte im Boden verfolgen zu kdnnen, wurden sogenannte
Bodendauerbeobachtungsflachen eingerichtet. Eine Bodendauerbeobachtungsflache (BDF) wird
in regelméafiigen Abstidnden beprobt und kann auf Schwermetalle aber auch auf Tierarzneimittel
untersucht werden. Sie konnen landwirtschaftliche Ackerflichen darstellen. Vor allem in
Niedersachsen gibt es einige dieser BDFs (vgl. Abb. 2.1(A)). Die systematische Probennahme, der
hier untersuchten BDF, erfolgte anhand vier quadratischer Kernflichen (K1-K4) durch das
Landesamt fiir Bergbau, Energie und Geologie (LBEG) in Hannover. Die untersuchte BDF liegt in

der Region Weser-Ems. Auf die BDF wird jahrlich 30-50 m3/ha Wirtschaftsdiinger aufgebracht
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(Hamscher et al, 2002). Seit dem Jahr 2001 wurde diese regelmafiig beprobt, so dass eine Art
»,Bodenarchiv“ zur Untersuchung vorlag. Proben wurden im Frithjahr nach Ausbringung des
Wirtschafsdiingers genommen, sowie unregelméafiig auch im Herbst. Die Probennahme erfolgte
dabei in 10 cm Abstidnden bis maximal 90 cm Bodentiefe. In manchen Jahren stellte eine
Bodentiefe 30-40 cm die maximale Probennahmetiefe dar. In dieser Arbeit werden die
Bodentiefen 0-30 cm als Oberboden bezeichnet und die Abschnitte ab 30 cm als Unterboden. Der
Oberboden wird auch als Ackerkrume bezeichnet, weil dieser in etwa der Pflugtiefe entspricht
(Hamscher et al, 2002). Zwischen Ober- und Unterboden ist eine deutliche Abnahme von
organischen Substanzen zu verzeichnen (Abb. 2.1 (B)). Zu den organischen Substanzen gehoren
Huminstoffe und Nicht-Huminstoffe die in der Summe als Humus bezeichnet werden (Sparks,

2003).

A B
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Abb. 2.1: (A) Bodendauerbeobachtungsflichen mit landwirtschaftlicher Nutzung in Niedersachsen. (B)
Bodenschichten der untersuchten BDF der Region Weser-Ems © H. Hoper, LBEG 2001.
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3 Methodenadaption

Die Bestimmung von Schwermetallen in Umweltmatrices mittels Kénigswasseraufschluss kann
mit thermischem Aufschluss unter Riickfluss oder mit einem mikrowellenbasierten Aufschluss
erfolgen. Die Laborausstattung erlaubte eine Extraktion mittels Mikrowelle, so dass diese

adaptiert und durchgefiihrt wurde.

Als Grundlage fiir das Temperaturprogramm diente das Verfahren nach DIN EN 16174 (2012-
11). Dort ist eine Temperatur von 175+5 °C fiir den Aufschluss festgelegt. Diese sollte fiir 10+1
Minuten gehalten werden. Die Aufheizdauer sowie die Abkiihlungsphase wurden an das
vorhandene Mikrowellensystem angepasst. Als Basis fiir die Handhabung diente die Applikation
E708 der MLS GmbH (D-Leutkirch) (Kopp, 2005). Die Probenvorbereitung und das
Temperaturprogramm der MWE sind in Kap. 13.6.6 ausfiihrlich dargestellt.

Die Messungen erfolgten mittels ICP-MS im Landesbetrieb Hessisches Landeslabor (LHL) in
Kassel. Dort war eine etablierte Methode fiir einen drucklosen Konigswasseraufschluss
vorhanden. Zum Uberpriifen der hier adaptieren Mikrowellenextraktion (JLU) wurde eine
Vergleichsanalyse durchgefiihrt. Dazu wurde ein zertifizierter Referenzboden der Bundesanstalt
fiir Materialforschung und -priifung (BAM) in den beiden Einrichtungen mehrfach aufgearbeitet
und verglichen (vgl. Tab. 3.1). Nach Anforderungen der Food and Drug Administration (FDA)
sollen die Intra- und Interday-Prazision fiir die Validierung von Analysemethoden biologischer
Proben unter 15 % liegen (FDA, 2001). Diese Vorgabe wird von beiden Verfahren erfiillt und die
ermittelten Variationskoeffizienten Vg sind fiir Umweltproben als prazise anzusehen. Im
Vergleich ist die Prazision der JLU-Methode nur geringfiigig grofier als die des LHL. Die mittels
drucklosen Kénigswasseraufschluss ermittelten Gehalte sind im Vergleich zu den Gehalten des
mikrowellenbasierten Aufschluss hoher. Der Unterschied zwischen den Mittelwerten betragt
aber nur 7 % fiir Kupfer und 3 % fiir Zink. Die anhand der JLU-Methode ermittelten Gehalte von
Kupfer und Zink liegen in dem von der BAM ausgegebenen Bereich. Das Ziel, die Anwendbarkeit
der adaptieren Mikrowellenextraktion (MWE) zu bestdtigen, konnte mit diesem Vergleich
erfolgreich gezeigt werden.

Tab. 3.1: Kupfer- und Zinkgehalte und Unsicherheiten des BAM-Referenzbodens sowie Mittelwerte und
Variationskoeffizienten Vk der Bestimmung im LHL und in dieser Arbeit (JLU).

BAM* LHL JLU
Element Gehalt  Unsicherheit Unsicherheit | Gehalt Vk Gehalt Vk
[mg/kg] [mg/kg] [ %] [mg/kg]  [%] | [mg/kg]  [%]
Cu 262 +9 3,4 275 1,2 257 3,6
Zn 990 *40 4,0 1017 1,5 985 3,6

*Extraktion nach DIN ISO 11466
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4 BDF Analyse

Ausgewdhlte Proben der BDF wurden mittels mikrowellenunterstiitztem
Konigswasseraufschluss aufgearbeitet (vgl. Kap. 4.1). Mittels ICP-MS wurden die Gehalte von
Kupfer und Zink quantifiziert. Bei jedem Mikrowellendurchgang wurde ein Referenzboden
mitgefithrt, um den korrekten Aufschluss fiir jede Probe zu tiberpriifen. Zusatzlich wurden
Blindwerte durchgefiihrt, um Verschleppungen zu identifizieren und l6sungsmittelbedingte

Gehalte an Kupfer und Zink einbeziehen zu kénnen.

4.1 Retrospektive Untersuchung

Flir die retrospektive Untersuchung der BDF wurden die Frithjahrsproben aus den Jahren 2001,
2005, 2009 und 2015 ausgewahlt um den kompletten Zeitraum der Probennahme darstellen zu
konnen. Aus den einzelnen 10 cm-Bodenschichten des Oberbodens (0-30cm) wurden
Mischproben erstellt. Den Unterboden reprasentiert in diesem Fall die Bodenschicht 30-40 cm.
Die einzelnen Kernflichen (K1-K4) wurden separat als Dreifachbestimmung untersucht. Da die
Kernflichen die komplette BDF reprasentieren sollen, wurden die Mittelwerte aus diesen

bestimmt.

In Abb. 4.1 sind die Ergebnisse der retrospektiven Untersuchung der Kupfer- und Zinkgehalte im
Oberboden und Unterboden dargestellt. Fiir das Jahr 2001 wurden im Oberboden 18,5 mg/kg
und im Unterboden 9,6 mg/kg Zink bestimmt. Das entspricht einem Verhaltnis von 2:1. Im
Vergleich dazu wurde im Jahr 2001 im Oberboden 11,2 mg/kg und im Unterboden 1,4 mg/kg
Kupfer bestimmt. Folglich betrdgt das Verhaltnis von Ober- zu Unterboden bei Kupfer 8:1. Die
deutlich voneinander abweichenden Verhéltnisse von Kupfer und Zink weisen auf ein
unterschiedliches Verhalten der beiden Schwermetalle in Boden hin. Tack et al. (1999) zeigten,
dass Zink eine hohere Mobilitit in Boden besitzt als Kupfer. Auch Chen et al. (2006) kamen in
ihren Studien zu diesen Ergebnissen. Kupfer verbleibt demnach eher im Oberboden, so dass die
Diskrepanz zwischen Ober- und Unterboden bei Kupfer hoher ist als bei Zink. Letzteres wandert
anscheinend leichter in den Unterboden ab. Diese Vermutung wurde mittels Tiefenprofilanalyse

weiter untersucht (vgl. Kap.4.2).

Die absoluten Gehalte im Oberboden von Kupfer (maximal 13 mg/kg) sind im Vergleich zu Zink
(maximal 21 mg/kg) geringer. Insgesamt entsprechen die Zinkgehalte im Unterboden in etwa
den Kupfergehalten im Oberboden. Sowohl De Conti et al. (2016) als auch Mantovi et al. (2003)
ermittelten in Schweinegiille hohere Zink- als Kupfergehalte. Daraus ladsst sich schliefien, dass
die Einsatzmenge von Zink grofer ist als die von Kupfer. Dies hat zur Folge, dass hohere Mengen
an Zink auf landwirtschaftliche Flichen aufgetragen werden. Dieser Unterschied zwischen
Kupfer und Zink stimmt gut mit den hier ermittelten Gehalten liberein. Vernachladssigt werden

darf jedoch nicht die Tatsache, dass das durchschnittliche Vorkommen von Zink mit 60 mg/kg,
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im Vergleich zu Kupfer mit 25 mg/kg, in der Erdkruste natiirlicherweise hoher ist (Sparks,
2003). Insgesamt liegen die hier ermittelten Werte fiir Kupfer, aber auch fiir Zink, unterhalb der
durchschnittlichen Werte in der Erdkruste. Die Werte liegen auch deutlich unter den Werten
von Mantovi et al. (2003). Die Autoren bestimmten flir landwirtschaftlich genutzte Bodenflachen
einen Kupfergehalt von 50 bis 220 mg/kg sowie einen Zinkgehalt von 90 bis 150 mg/kg. Diese
sind deutlich hoher als die durchschnittlichen Werte in der Erdkruste. Die hier ermittelten
Gehalte liegen eher in dem Bereich der von Rékasi und Filep (2015) ermittelten Gehalte fiir
Waldboden (10 + 8 mg/kg Kupfer, 45 + 24 mg/kg Zink). Neben dem natiirlichen Vorkommen
fiihren unter anderem die Bodenzusammensetzung, sowie die Nutzungsart, zu stark
variierenden Konzentrationen, so dass ein Vergleich nur begrenzt moglich ist. Kupfer- und
Zinkgehalte dieser BDF wurden bereits 1999 untersucht. Im Oberboden wurde dort ein Gehalt
an Kupfer von 9,9 mg/kg und ein Gehalt an Zink von 15,4 mg/kg bestimmt (Kamermann et al.,
2015). Das Verhaltnis von Kupfer und Zink der hier ermittelten Werte stimmt gut mit den

Werten aus 1999 iiberein.
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Abb. 4.1: Zink- (A) und Kupfergehalte (B) in den Proben der BDF in den Jahren 2001, 2005, 2009 und 2015, im
Oberboden (schwarz) und im Unterboden (grau). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung zwischen
den Kernfliachen dar.

Weiterhin sollte auf eine mogliche Akkumulation der Schwermetalle im Boden gepriift werden.
Auch De Conti et al. (2016) untersuchten die Auswirkungen einer exzessiven Auftragung von
Schweinegiille auf Boden. Die Autoren konnten eine Zunahme der Konzentration von Kupfer und
Zink in Boden feststellen. Im Gegensatz zu der Studie von De Conti et al. (2016) stellen die hier
untersuchten Proben der BDF jedoch ,Realproben“ dar, da diese ein bewirtschaftetes Feld
reprasentieren und keine Sdulenstudien. Um eine mogliche Zunahme der Gehalte im Verlauf der
Jahre zu identifizieren, wurden die ermittelten Gehalte auf statistisch signifikante Unterschiede

mittels ANOVA on Ranks mit anschliefdendem Tukey Test (p < 0,05) tiberpriift (vgl. Tab. 4.1).
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Eine durchweg signifikante Zunahme innerhalb der 14 Jahre konnte weder fiir Kupfer noch fiir
Zink festgestellt werden. Die Zinkgehalte im Oberboden unterliegen einer Schwankung. Eine
Tendenz konnte nicht festgestellt werden. Im Unterboden konnte eine signifikante Zunahme von
Zink von 2001 auf 2005 beobachtet werden. In den darauffolgenden Jahren blieben die Gehalte
konstant. Ein dhnliches Bild zeichnet sich fiir die Kupfergehalte. Diese schwanken im Oberboden
und im Unterboden ohne erkennbare Tendenz. Dieses Verhalten kdnnte auf eine Sattigung der
Bodenmatrix mit Kupfer und Zink zuriickzufiihren sein. Das wiirde bedeuten, dass mit dem
Wirtschaftsdilinger aufgetragenes Kupfer- und Zink keine Bindung mehr mit Bodenbestandteilen
eingehen kann. Dies hat eine geringere Speicherung von Schwermetallen und dementsprechend
ein erhdhtes Auswaschungspotential zur Folge. Limitierte Bindungsmdglichkeiten und eine
erhohte Mobilitat liefern vor allem sandige, saure Boden im Vergleich zu lehmhaltigen Boden
(Toribio und Romanya, 2006). Der hier untersuchte Boden stellt einen Sandboden dar (vgl. Kap.
13.4.2). Die nicht signifikante Zunahme tiber die Jahre ist daher plausibel. Die Auswirkungen der
Ernteausziige durch Pflanzen wie zum Beispiel Getreide und Mais wurden fiir diese BDF von
Kamermann et al. (2015) untersucht. Diese sind fiir beide Schwermetalle geringer als die
Summe der Eintrdge. Ernteausziige spielen daher eine untergeordnete Rolle. In dem
Zusammenhang scheint die Bodenart der gréfere Einflussfaktor zu sein.

Tab. 4.1: Signifikante Unterschiede (p < 0,05) der Mittelwerte von Kupfer und Zink im Ober- und Unterboden
in den Jahren 2001,2005, 2009 und 2015. Die Buchstaben beziehen sich jeweils auf eine Spalte.

Zink [mg/kg] Kupfer [mg/kg]
Jahre Oberboden Unterboden Oberboden Unterboden
2001 18,52 9,62 11,22 1,42
2005 19,3ab 13,4 10,72 3,0b
2009 21,2b 12,7b 13,1b 1,62
2015 18,62b 13,7b 11,82b 2,5b

ab: keine signifikanten Unterschiede zu a oder b, a/b: signifikanter Unterschiede zu b/a

4.2 Tiefenprofilanalyse

Fir die Jahre 2001 und 2015 wurden BDF-Proben bis zu einer Bodentiefe von 90 cm, in
regelmafiigem Abstand von 10 cm, entnommen. Zur Untersuchung wurden Proben der vier
Kernflachen der jeweiligen Bodentiefen zu einer Mischprobe vereinigt. Diese Proben wurden
dann in Dreifachbestimmung auf ihren Kupfer-und Zinkgehalt hin untersucht. Fiir die
Darstellung des kompletten Tiefenprofils wurden in Abb. 4.2 die Gehalte des Oberbodens, sowie
der ersten Schicht des Unterbodens (30-40 cm) der Jahre 2001 und 2015 aus Kap. 4.1 mit

aufgetragen.
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Die Kupfergehalte im Unterboden unterscheiden sich deutlich von den Werten im Oberboden.
Das Verhdltnis 8:1 verdeutlicht eine scharfe Trennung zwischen Ober- und Unterboden
(Abb. 4.2 B). Im Falle von Zink ist diese weniger stark ausgepragt und in die Bodenschicht mit
der Tiefe 50-60 cm verschoben (Abb. 4.2 A). Ab einer Bodentiefe von 60-70 cm bleiben die
Zinkgehalte dann anndhernd konstant. Fiir die Bodentiefe 40-50 cm im Jahr 2001 wurde noch
ein Zinkgehalt von 10,9 mg/kg bestimmt und die nachfolgenden tieferen Bodenschichten wiesen
dann nur noch einen Zinkgehalt von 5,0 bis maximal 6,9 mg/kg auf. Die Abnahme der
Kupfergehalte findet, wie bereits beschrieben, scharf zwischen Ober- und Unterboden statt.
Anschliefdend sind die Kupfergehalte im Unterboden iiber das komplette Tiefenprofil anndhernd
gleich (Abb. 4.2 B). Sie schwanken von 0,9 mg bis maximal 1,4 mg/kg im Jahr 2001 und im Jahr
2015 von 1,0 mg/kg bis maximal 2,2 mg/kg.

Die Tiefenprofile bestatigen die Vermutung, dass Zink im Boden mobiler ist als Kupfer. Darauf
weisen die hoheren Zinkgehalte in den tieferen Bodenschichten eindeutig hin. Zink wird
demnach schrittweise aus Boden ausgewaschen. Kupfer dagegen bindet stark im Oberboden und
nur geringe Mengen wandern in tiefere Bodenschichten ab. Der Oberboden wird auch, wie
bereits erwahnt, als Ackerkrume oder Pflugtiefe bezeichnet (Hamscher et al.,, 2002). Hier findet
ein stindiger Eintrag von organischem Material statt. Im Unterboden nimmt der Gehalt an
Gesamt-Kohlenstoff drastisch ab. Dieses ist auch an den Gehalten der untersuchten BDF
ersichtlich. Im Oberboden betrigt dieser 1,2 % und im Unterboden nur noch 0,4 % (siehe Kap.
13.5.7). Organische Bodenbestandteile bestehen aus Huminstoffen und aus Nicht-Huminstoffen.
Erstere sind hochmolekulare, amorphe und heterogene organische Substanzen, mit vielen
verschiedenen funktionellen Gruppen. Aufgrund der funktionellen Gruppen koénnen sie
Metallionen komplexieren und die Mobilitiat dieser beeinflussen (Sparks, 2003). Die Huminstoffe
im Boden nehmen ebenfalls von 1,1 % im Oberboden auf 0,3 % im Unterboden drastisch ab
(siehe Kap. 13.6.10). Dies ist auch visuell zu sehen (vgl. Abb. 2.1 B). Der organische Gehalt in
Boden spielt daher eine wichtige Rolle, in welcher Form Metalle in Boden vorliegen und

beeinflusst somit die Mobilitat (Besser et al., 2003; Zhu et al., 2011).
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Abb. 4.2: Tiefenprofilanalyse der Zink- (A) und Kupfergehalte (B) in den Jahren 2001 (schwarz) und 2015
(grau). Die Fehlerbalken stellen fiir 0-30 cm und 30-40 cm die Standardabweichung zwischen den
Kernflichen dar und fiir die tieferen Bodenschichten die Standardabweichungen der Dreifachbestimmung
der Mischproben. Die y-Achsen variieren zwischen (A) und (B).

Schwermetalle werden in diesem Zusammenhang in fiinf verschiedene Fraktionen eingeteilt.
Fraktion 1 (F1) beinhaltet alle leicht 16slichen und austauschbaren Metallformen. In der zweiten
Fraktion (F2) werden die an Carbonate gebundenen Metalle zusammengefasst, Fraktion 3 (F3)
enthélt die an Eisen- und Manganoxide gebundenen Metalle. Diese drei Fraktionen zeichnen sich
durch eine hohere Mobilitdat und Bioverfiigbarkeit aus. Die vierte Fraktion (F4) umfasst den Teil
der Metalle, die an organische Substanzen und Sulfide gebunden sind. In der letzten Fraktion
(F5) werden alle als Rest zuriickbleibenden Metalle zusammengefasst. Die letzten beiden
Fraktionen zeichnet eine grofere Stabilitdt aus und die Metallionen sind daher weniger mobil
(Zhu et al, 2011; Zufiaurre et al, 1998). Folglich bedingt ein hoher Gehalt an organischer

Substanz eine Verringerung der Mobilitidt von Metallionen.

Sowohl Arfania und Asadzadeh (2015) als auch Zhu et al. (2011) konnten anhand ihrer
Untersuchung in Sedimenten und mit Boden versetztem Klarschlamm zeigen, dass Kupfer vor
allem in den Fraktionen F4 und F5 vorliegt. Arfania und Asadzadeh (2015) konnten in F5 iiber
50 % der dotierten Kupfermenge wiederfinden. Dabei muss zundchst beriicksichtigt werden,
dass bei dieser Studie Sedimentproben untersucht wurden. Zhu et al. (2011) konnten Zink
hauptsachlich in Fraktion F3 und F4 bestimmen. Die Bindung von Zink an Bodenkomponenten
ist zusatzlich schwacher, so dass die Mobilitdt hoher ist als die von Kupfer (Chen et al, 2006).
Auch Gove et al. (2001) konnten im Vergleich zu Kupfer eine hohere Mobilitdt von Zink in einem
Sandboden feststellen. Insgesamt weisen sandige Boden, im Vergleich zu lehmhaltigen Boden,
mit einem niedrigen Gehalt an organischer Substanz, eine geringere Speicherkapazitit von

Metallen auf (Toribio und Romanya, 2006). Unterschieden werden muss aufierdem zwischen
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gebundenem und loslichem organischem Material. Im Gegensatz zu gebundenem organischen
Material, kann 16sliches organisches Material die Mobilitdt von Metallen erh6hen (Toribio und

Romanya, 2006).

Die Adsorption von Metallen hiangt, neben dem Gehalt an organischer Substanz, von weiteren
Faktoren, wie dem pH-Wert oder Partikelgrofie der Matrix, ab (Arfania und Asadzadeh, 2015).
Als weiteren Einflussfaktor auf die Mobilitat konnten Huang et al. (2015) die Aufenthaltszeit der
Metalle in Boden bestimmen, welche zu Alterungsprozessen und einer Reduzierung der
Mobilitat fithren kann. Mit Erniedrigung des pH-Wertes steigt die Mobilitat der Schwermetalle.
Die Versauerung des Bodens kann unter anderem durch sauren Regen verursacht werden. Die
hohen Konzentrationen an H*-Ionen verdrangen die Metallkationen von den Bindungsstellen, so
dass eine Abwanderung stattfinden kann. Wie stark eine Auswaschung beziehungsweise
Verlagerung erfolgt, hangt von der Affinitat des jeweiligen Metallions zu den Bindungsstellen ab
(Zheng et al, 2012). Martinez und Motto (2000) bestimmten fiir Kupfer und Zink spezifische
pH-Werte, unterhalb derer eine Mobilisierung beginnt. Fiir Zink liegt dieser nach ihren Studien
bei 6,2 und bei Kupfer bei 5,5. Der pH-Wert der BDF-Proben liegt im Mittel bei 4,5 (siehe
Kap. 13.4.2). Eine Auswaschung ware im Hinblick auf die spezifischen pH-Werte moglich. Da die
Ergebnisse flir Kupfer aber nur geringfiigige Auswaschungen implizierten, wurden
Leachingexperimente mit den BDF-Proben durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 10 g BDF-Boden
fiir eine Bodensaule verwendet und insgesamt mit 130 mL, in 10 mL Schritten, gewaschen. Dies
wurde mit jeder einzelnen Bodenschicht separat durchgefiihrt. Anschlieflend wurden die
Kupfergehalte der Eluate bestimmt (vgl. Kap.13.6.8). In Tab. 4.2 sind die absoluten und
wasserloslichen Kupferkonzentrationen der jeweiligen Bodentiefe dargestellt. Dabei stellen die
absoluten Gehalte die Werte des Konigswasseraufschluss und die wasserldslichen
Kupferkonzentrationen die Ergebnisse des Leachingexperiments dar. Im Oberboden konnte
maximal 4 % des absoluten Kupfergehaltes aus dem Boden eluiert werden. Im Unterboden sind
diese Werte mit maximal 20 % deutlich hoher. Daher konnte verhaltnismaf3ig mehr Kupfer aus
dem Unterboden als aus dem Oberboden herausgelost werden. Absolut betrachtet
unterschieden sich die gelosten Kupfergehalte nur wenig.

Der wasserlosliche Anteil kann mit Fraktion 1, also der leicht 18slichen Fraktion, gleichgesetzt
werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese Fraktion im Unterboden, wahrscheinlich
aufgrund des geringeren Anteils an organischem Material, stirker vertreten ist als im
Oberboden. Dort sind tiberwiegend die stabileren Formen wie F4 vertreten, da dort ein héherer
organischer Gehalt vorliegt. Diese Ergebnisse stimmen gut mit Literaturdaten tiberein (Arfania

und Asadzadeh, 2015; Zhu et al,, 2011).
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Tab. 4.2: Vergleich der absoluten und wasserldslichen Kupfergehalte, sowie der prozentuale Anteil der
wasserldslichen Kupfergehalte von der absoluten Menge, in den verschiedenen Bodentiefen.

Bodentiefe absolut wasserloslich wasserloslich
[cm] [mg/kg] [mg/kg] [ %]
0-10 11,43* 0,32 2,8
10-20 11,43* 0,47 4,1

20-30 11,43* 0,41 3,6
30-40 2,68 0,33 12,4
40-50 2,27 0,32 14,2
50-60 1,00 0,20 20,1
60-70 0,97 0,14 14,3
70-80 1,44 0,12 8,6
80-90 2,21 0,20 8,9

*die absolute Mengen wurden in Mischproben des Oberbodens bestimmt

Die Kupfer- und Zinkgehalte aus den tieferen Bodenschichten der Jahre 2001 und 2015 wurden
ebenfalls auf signifikante Unterschiede, mittels one Way ANOVA/ ANOVA on Ranks mit
anschlieféendem Tukey Test (p < 0,05) liberpriift (Tab. 4.3). Fiir die Bodentiefe 40-70 cm konnte
eine signifikante Zunahme des Zinkgehaltes zwischen den Jahren 2001 und 2015 festgestellt
werden. Im Vergleich zum Unterboden (30-40 cm s. a. Kap.4.1 und Tab. 4.1) erfolgte dort die
signifikante Zunahme der Zinkgehalte zwischen den Jahren 2001 und 2005. Fiir die Jahre 2005
und 2009 erfolgte keine Probennahme der tieferen Bodenschichten, so dass nicht genauer
differenziert werden kann, zu welchem Zeitpunkt die signifikante Zunahme dort stattfand. Eine
stetige Zunahme der Gehalte iiber 14 Jahre ist aufgrund der Ergebnisse aus Kap. 4.1 jedoch
unwahrscheinlich. In den Bodenschichten 70-90 cm konnte zudem keine signifikante Zunahme
mehr festgestellt werden. Dort scheint der Boden, ebenfalls wie der Oberboden, mit Zink
gesattigt zu sein. Ein &dhnliches Bild zeichnet sich fiir die Kupfergehalte ab. Nur in zwei
vereinzelten Schichten ist eine signifikante Zunahme ersichtlich, so dass seit dem Jahr 2001
nicht von einer stetigen Zunahme der Kupfergehalte in den einzelnen Bodenschichten
ausgegangen werden kann.

Tab. 4.3: Signifikante Unterschiede (p < 0,05) der Kupfer- und Zinkgehalte zwischen den Jahren 2001 und
2015, in den einzelnen Schichten des Unterbodens ab einer Bodentiefe von 40 cm.

Bodentiefe [cm] Zink [mg/kg] Kupfer [mg/kg]
2001 2015 2001 2015
40-50 10,9 15,2* 1,2 2,3*
50-60 6,9 10,7* 0,9 1,0
60-70 50 7,4* 0,9 1,0
70-80 5,2 6,2 1,1 1,4*
80-90 51 7,7 1,4 2,2

*signifikanter Unterschied zu 2001
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass Zink das Potential aufweist in tiefere
Bodenschichten abzuwandern und somit die Maoglichkeit besteht, ins Grundwasser
ausgewaschen zu werden. Dagegen zeigt Kupfer eine geringere Mobilitdt in dem untersuchten
Boden. Ein stetiges leichtes Auswaschen von Kupfer kann jedoch aufgrund der sandigen
Bodenbeschaffenheit nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt konnte keine durchgingige
Zunahme der Kupfer- und Zinkgehalte iiber 14 Jahre hinweg in dem Boden der BDF
nachgewiesen werden. Ein Eintrag von Kupfer und Zink fand jedoch auch nach dem Jahr 2001 in
den Boden der BDF statt. Die Moglichkeit besteht, dass die Bodenmatrix bereits mit Kupfer und
Zink durch den jahrzehntelangen Eintrag gesattigt ist. Geringe Speicherkapazititen von
Sandbodden sind bekannt (Toribio und Romanya, 2006). Grenzwerte fiir Zink und Kupfer in
Grundwasser gibt es bis zu diesem Zeitpunkt nicht. Sie werden jedoch in Anlage 8 der
Grundwasserverordnung als Schadstoffe aufgelistet deren Eintrag nach §13 zu begrenzen ist.
Lediglich fiir Kupfer existiert in Anlage 2 Teil II der Trinkwasserverordnung ein Grenzwert von
2,0 mg/L, welcher aber die Moglichkeit eines Kupferanstiegs im Verteilernetz beriicksichtigt.

Neben der Auswaschung ins Grundwasser mit dem Sickerwasser, muss auch ein Auszug von
Kupfer und Zink durch Ernteausziige beachtet werden (Kamermann et al.,, 2015). Die Autoren
stellten weiterhin insgesamt einen positiven Saldo, also einen héheren Eintrag als Austrag fiir
Kupfer und Zink, unter Einbezug aller Eintrage fiir die untersuchte BDF fest. Aufgrund dessen
gehen die Autoren von einer langfristigen Akkumulation in der BDF aus. Diese Annahme konnte

jedoch mit den hier dargestellten Ergebnissen nicht bestatigt werden.
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I1. SULFONAMIDE & TETRACYCLINE

5 Einleitung

5.1 Zahlen und Fakten

Antibiotika spielen eine wichtige Rolle in der Humanmedizin. Aber auch in der intensiven
Tierhaltung werden zu therapeutischen Zwecken grofée Mengen an Antibiotika, wie Sulfonamide
und Tetracycline, eingesetzt (Van Boeckel et al, 2015). Das Bewusstsein, dass antimikrobielle
Substanzen nach Medikation am Menschen oder am Tier in die Umwelt gelangen, ist in den
letzten Jahren stark gewachsen (Sarmah et al., 2006). Dies zeigen nicht nur weltweiten Studien,
sondern spiegelt sich auch in den rechtlichen Umsetzungen wider.

Seit 2011 sind die pharmazeutischen Unternehmen sowie Grofdhdndler verpflichtet, die
jahrlichen Abgabemengen an antimikrobieller Grundsubstanz an Tierdrzte zu melden. Die
systematische Erfassung der Daten erfolgt im sogenannten Tierarzneimittel-Abgabemengen-
Register des Deutschen Instituts fiir Medizin und Dokumentation (DIMDI) nach DIMDI-AMV
(DIMDI-Arzneimittelverordnung). Diese Daten wertet das Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) aus und veroffentlicht sie. Zum jetzigen Zeitpunkt liegen die
Daten aus den Jahren 2011 bis 2017 vor (vgl Abb. 5.1). Seit Beginn dieser Veroffentlichungen
reduzierte sich die Summe der Abgabemengen von 1706 Tonnen um 57 % auf 733 Tonnen. Eine
ahnliche Abnahmerate konnte fiir Sulfonamide (-67 %) und Tetracycline (-67 %) iliber die Jahre

erfasst werden (BVL, 2018a).
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Abb.5.1: Summe der Abgabemengen der antimikrobiellen Grundsubstanz (schwarzer Kreis) sowie
Abgabemengen an Tetracyclinen (weif3er Kreis) und Sulfonamiden (Dreieck) in den Jahren 2011 bis 2017.
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Was auf den ersten Blick als Erfolg erscheint, ist mit einem Blick auf die Abgabemengen von
Fluorchinolonen kritisch zu hinterfragen (vgl. Abb. 5.2). Fluorchinolone besitzen ein breites
Wirkungsspektrum gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien und werden in der
Human- und Tiermedizin eingesetzt (Martinez et al., 2006). Sie werden zwar deutlich niedriger
dosiert als Tetracycline und Sulfonamide (Kroker, 2010b), aber seit Aufzeichnungsbeginn stieg
die Abgabe dieser Antibiotikaklasse an. Dies ist bedenklich, da Fluorchinolone in die ,Watch
Group“ der WHO eingeteilt sind. Diese bedeutet, dass diese Antibiotika ein hoheres
Resistenzpotential besitzen und als 1. oder 2. Wahl nur fiir spezifische Indikationen verwendet
werden sollen (WHO, 2017). Seit dem Jahr 2015 nimmt der Trend, auf diese Substanzen
zurlckzugreifen ab. Im Jahr 2017 war jedoch wieder eine leichte Zunahme zu verzeichnen. So
wird fiir die Abgabe von Fluorchinolonen insgesamt seit 2011 eine Zunahme um 1,7 Tonnen

registriert (BVL, 2018a).
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Abb. 5.2: Abgabemengen an Fluorchinolonen in den Jahren 2011 bis 2017.

Auch wenn seit 2011 eine Abnahme der Abgabemengen zu verzeichnen ist, wurden
jahrzehntelang, und werden immer noch, grofie Mengen Antibiotika in der intensiven
Tierhaltung eingesetzt. Nach Erhebung des statistischen Bundesamts gab es in Deutschland im
Jahr 2017 12,3 Millionen Rinder, 27,6 Millionen Schweine und 40,6 Millionen Legehennen
(Destatis, 2018a). Weiterhin gab es in Deutschland im Marz 2016 insgesamt 40.000 Betriebe mit
Schweinehaltung. Darunter fielen 514 Betriebe mit tiber 5000 Schweinen (Destatis, 2018b).
Viele der zur Therapie eingesetzten Antibiotika werden zu circa 75 % unverdndert oder noch in
biologisch aktiver Form ausgeschieden (Kiimmerer und Henninger, 2003; Lamshoft et al., 2007).
Im Wirtschaftsdiinger gelangen sie dann auf die landwirtschaftlichen Nutzflachen. Die insgesamt

mit Schweine-Betrieben assoziierte landwirtschaftlich genutzte Flache betrug dabei knapp
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3 Millionen Hektar (Destatis, 2018b). Das heif3t, dass circa 8 % der gesamten Bodenflache von
Deutschland (357 580 km?) in Zusammenhang mit der Schweinehaltung steht. Im Jahr 2016
wurde insgesamt die Halfte (51 %) der Flache Deutschlands fiir die Landwirtschaft genutzt
(Destatis, 2018c; Destatis, 2018b). Eine Kontamination der Bodenflichen ist somit

unumganglich.

5.2 Sulfonamide

In der intensiven Tierhaltung werden vor allem Sulfadimethoxin (SDM), SDZ und SMZ
eingesetzt, wobei SDZ und SMZ in Deutschland den Hauptteil ausmachen. Im Jahr 2015 wurden

36 Tonnen SDZ und 22 Tonnen SMZ an Tierdrzte abgegeben (Wallmann 2016).

Das erste bekannte Sulfonamid (Prontosil) und seine antimikrobielle Wirkung wurde 1935 von
Gerhard Domagk entdeckt (Domagk, 1935). Die Wirkungsweise war zu dieser Zeit jedoch noch
nicht bekannt. Die Aufklarung des Wirkmechanismus erfolgte iiber die Erkenntnis, dass eine
Substanz im Hefeextrakt die Wirksamkeit der Sulfonamide herabsetzte. Weitere
Untersuchungen fiithrten zu der Annahme, dass diese Substanz strukturelle Ahnlichkeiten zu den
Sulfonamiden aufweisen musste (Woods, 1940). Nachfolgende Studien konnten zeigen, dass die
Substanz p-Aminobenzoesiure fiir die Wirkungsabschwéchung der Sulfonamide verantwortlich
war. Daraus und aus weiteren Studien konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die
Wirkung von Sulfonamiden auf eine kompetitive Hemmung des Zielenzyms der
p-Aminobenzoesaure zuriickzufithren ist (Wood, 1942; Wood und Austrian, 1942). Heute ist
bekannt, dass diese Schlussfolgerungen korrekt waren und Sulfonamide als Antagonisten der
p-Aminobenzoesdure wirken. Sie hemmen die bakterielle Folsduresynthese durch Verdrangung

der p-Aminobenzoesaure von der Dihydropteroinsaure-Synthase (Freissmuth et al., 2012).

Die Grundstruktur der Sulfonamide bildet das Sulfanilamid (Garcia-Galan et al., 2008). Durch
Substitution des Amidstickstoffes ergeben sich die einzelnen Wirkstoffe (vgl. Abb.5.3).
Sulfonamide konnen in kationischer, ungeladener oder anionischer Form vorliegen (Lin et al,
1997). Im Sauren pH-Wert liegen die meisten Sulfonamide positiv geladen vor, da die
Aminogruppe (N4, Abb.5.3) bei einem pH-Wert unterhalb von 2,5 protoniert wird. Die
Deprotonierung und die sich daraus ergebende neutrale Natur der Sulfonamide erfolgt zwischen
einem pH-Wert von 2,5 und 6. Die Deprotonierung des Amidstickstoffes N! erfolgt bei einem

pH-Wert tiber 6 (Haller et al., 2002).
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Abb. 5.3: Strukturformeln der untersuchten Sulfonamide (N! = Amidstickstoff, N4= aromatische
Aminogruppe).

5.3 Tetracycline

Tetracycline werden sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin eingesetzt. Sie
wirken gegen eine Vielzahl Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien. In der Tiermedizin
werden hauptsachlich Tetracyclin (TC), Chlortetracyclin (CTC), Oxytetracyclin (OTC) und
Doxycyclin (Doxy) zur Behandlung von Infektionen bei Schweinen, Rindern, Schafen und
Gefliigel verwendet (Chopra und Roberts, 2001; Frey und Ldscher, 2010). Im Jahr 2015 wurden
61 Tonnen TC, 7 Tonnen OTC, 100 Tonnen Doxy und 52 Tonnen CTC an Tierarzte abgegeben
(Wallmann, 2016).

Das erste Antibiotikum aus der Klasse der Tetracycline, das Aureomycin oder CTC, wurde 1948
in der Kultur von Streptomyces aureofaciens entdeckt (Duggar, 1948). In den flinfziger und
sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurden viele weitere Tetracycline wie OTC, TC und
die halbsynthetischen Tetracycline wie Doxy und Minocyclin entdeckt bzw. synthetisiert

(Diirckheimer, 1975).



[I. SULFONAMIDE & TETRACYCLINE Einleitung 19

Die ersten Schritte fiir die Aufklarung des Wirkmechanismus von Tetracyclinen lieferte eine
Studie von Loomis (1950) durch die Feststellung, dass Tetracycline die
Elektronentransportkette und die oxidative Phosphorylierung von Hefezellen inhibieren
konnen. Weitere Studien folgten und legten dar, dass Tetracycline in vielfaltiger Weise in den
Metabolismus der Bakterienzelle eingreifen konnen (Eagle und Saz, 1955). Hash et al. (1964)
konnten allerdings zeigen, dass die primire Wirkung der Tetracycline in Staphylococcus aureus
auf eine Blockierung der Proteinbiosynthese zuriickzufiihren ist. Sie erklarten, dass die weiteren

beobachteten Effekte eine Folge der Blockierung seien.

Mittlerweile ist der Mechanismus durch eine grofde Zahl an Studien bekannt. Tatsachlich geht
die Wirkung auf die Inhibierung der Proteinbiosynthese zuriick, indem die Tetracycline an die
30S Untereinheit des Ribosoms binden. Dadurch wird die Ribosom-tRNA-Interaktion
geschwicht. Die Bindung der Aminoacyl-tRNA an die Rezeptorstelle des Ribosoms wird folglich
gehemmt. Dabei konnen die Tetracycline an mehreren Stellen am Ribosom binden. In
Abhangigkeit von der Bindungsstelle werden die Affinititen einer Bindung der t-RNA
unterschiedlich stark herabgesetzt. Tetracycline wirken folglich bakteriostatisch (Chopra et al,

1992; Chopra und Roberts, 2001; Epe et al., 1987; Schnappinger und Hillen, 1996).

Die Grundstruktur der Tetracycline besteht aus vier linearen, annelierten, sechsatomigen Ringen
mit charakteristisch angeordneten Doppelbindungen. Strukturell unterscheiden sich die
Tetracycline anhand unterschiedlicher Substituenten (vgl. Abb. 5.4). Die lineare Anordnung der
Ringe sowie der beiden Keto-Enol-Systeme in Ring A und kombiniert in Ring B C D sind wichtig

fiir die Wirksamkeit als Antibiotika.
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R1 Rz R3

Chlortetracyclin (CTC) H OH Cl
Doxycyclin (Doxy) OH H H
Oxytetracyclin (OTC) OH OH H
Tetracyclin (TC) H OH H

Abb. 5.4: Allgemeine Struktur der Tetracycline (oben) und Isochlortetracyclin (IsoCTC, unten).

Bei schwach sauren pH-Werten unterliegen die Tetracycline wie CTC, OTC und TC einer
Konformationsinderung am C-4-Atom. Diese Anderung stellt eine Epimerisierung dar und ist
reversibel (Doerschuk et al, 1955; Halling-Sgrensen et al, 2002). Im alkalischen Milieu
isomerisieren Tetracycline. Dabei sind Tetracycline ohne Methyl-Gruppe am C-6 Atom weniger
anfallig fiir diese Reaktion. CTC ist besonders empfindlich fiir die Umwandlung in die iso-CTC
Form. Weiterhin sind Tetracycline in der Lage, mit zwei- und dreiwertigen Metallionen wie Mg?2+,
Ca?* oder Fe3* Chelate am C-11- und C-12-Atom zu bilden (Diirckheimer, 1975; Halling-Sgrensen
etal, 2002; Waller et al., 1952).

5.4 Antibiotikaverteilung in der Umwelt

Schon seit Jahren werden weltweit Studien durchgefiihrt, um das Verhalten von Antibiotika in
der Umwelt zu untersuchen. Endgiiltige quantitative Aussagen konnen derzeit nicht getroffen
werden, da die Eintragswege diffus sind und viele verschiedene Substanzen und Kombinationen
von Substanzen verwendet werden. Auch langfristige Studien sind selten. Dennoch zeigen die
Untersuchungen, dass Antibiotika in vielen Kompartimenten der Umwelt angekommen sind und
dort auch persistieren. Die Verwendung von Wirtschaftsdiinger kann fiir Veterinarantibiotika
als zentraler Eintrittspfad in die verschiedenen Umweltkompartimente gewertet werden
(Kimmerer, 2010; Sarmah et al, 2006). Neben dem Wirtschaftsdiinger wird auch der
Fermentationsriickstand aus Biogasanlagen auf die Felder ausgebracht. Dabei sind die

Eliminierungsraten der Antibiotika im Fermentationsprozess sehr unterschiedlich, so dass ein
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Aufbringen von Antibiotika in beiden Fallen eine Rolle spielt (Mohring et al.,, 2009; Spielmeyer et
al, 2017b). Das Vorhandensein von Antibiotika in Béden konnte bereits mehrfach bestitigt
werden (Aga et al, 2005; Awad et al., 2014; Hamscher et al, 2000; Huang et al., 2013; Thiele-
Bruhn, 2003; Vazquez-Roig et al.,, 2010). Das Verhalten im Boden hdngt dann einerseits von den
Eigenschaften der einzelnen Antibiotikaklassen und andererseits von den Bodeneigenschaften

ab (Pan und Chu, 2017).

Neben den Nachweisen im Boden, wurde auch die Anwesenheit von Antibiotika in
Oberflaichengewassern vielfach bestatigt (Christian et al., 2003; Ferrey et al., 2015; Lindsey et al.,
2001; Osorio et al, 2016). Dabei koénnen aber auch Humanarzneimittel aufgrund
unzureichender Entfernung in der Kldranlage in Oberflichengewdssern gelangen (Kiimmerer,
2010). Die Versickerung aus Bodden ins Grundwasser ist fiir einige Antibiotika ebenfalls
beschrieben worden. Die bestimmten Gehalte sind aber generell niedriger als im
Oberflichenwasser. Lindsey et al (2001) konnten in Grundwasser 0,22 pug/L, in
Oberflachengewdisser dagegen 1,02 pg/L Sulfamethoxazol (SMX) nachweisen. Hirsch et al
(1999) konnten SMX, aber auch SMZ, in Grundwasser detektieren. Eine mogliche Verlagerung
von SMZ ins Grundwasser zeigten auch Hamscher et al. (2005a). Tetracycline wurden in den
beschriebenen Studien ebenfalls untersucht aber nicht im Grundwasser nachgewiesen.
Aufgrund von starken Sorptionen verbleiben sie im Boden (Kwon, 2011). Ein Nachweis von TC
in Grundwasser von Javid et al. (2016) ist auf die Ndhe der Brunnen, die zur Probenahme
dienten, zu Einrichtungen der intensiven Tierhaltung zu begriinden. In den Matrices Boden,
Oberflichengewdsser und Wirtschaftsdiinger konnen Antibiotika demnach regelmaflig

nachgewiesen werden.

Einen weiteren Verteilungsweg kénnen Antibiotika anhand des Ackerbaus beschreiten. Die
Aufnahme von Antibiotika, durch Pflanzenwurzeln, wurde Dbereits anhand von
Gewadchshausstudien, mit Boden oder mit Wirtschafsdiinger gemischten Bdden, untersucht.
Dolliver et al. (2007) konnten in Mais, Salat und Kartoffeln SMZ nachweisen. Die Autoren
berechneten dass weniger als 0,1 % der dotierten Menge an SMZ von den Pflanzen
aufgenommen wurde. TC, OTC und CTC konnten unter anderem in Radieschen, Raps, Sellerie
oder Zwiebeln bestimmt werden (Hu et al, 2010; Kumar et al.,, 2005). In der Studie von Hu et al.
(2010) betrug die aufgenommene TC-, OTC-, und CTC-Menge in den Gemiisesorten im Vergleich
zu der verbliebenen Menge im Boden 1-5 %. Auswirkungen von Antibiotikaaufnahmen durch
Pflanzen auf den Menschen sind bisher nicht bekannt. Genaue Aussagen dariiber kénnen durch
Gewdachshausstudien alleine nicht gemacht werden. Sie zeigen aber, dass grundsatzlich eine

Aufnahme von Antibiotika-Riickstinden in Béden durch Pflanzen méglich ist.
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5.5 Resistenzmechanismen und Resistenzen in der Umwelt

Der vermehrte Nachweis von Antibiotika in Gewdassern, Boden und Wirtschafsdiingern fiihrte zu
der Frage, welche Auswirkungen diese auf das Okosystem haben kénnen. Dabei wird unter
anderem eine zunehmende Resistenzenbildung diskutiert (Cytryn, 2013). Diese ist als globales
Problem der heutigen Zeit anzusehen. Natlirliche Resistenzen kénnen von Natur aus in einer Art
vorkommen. Zum Beispiel sind alle Gram-negativen Bakterien resistent gegen Makrolide
(Dermott et al, 2003; Kobayashi et al, 2001). Erworbene Resistenzen kommen dagegen in
einzelnen Stimmen einer Art vor. Der erworbenen Resistenz liegen vier bekannte Mechanismen

zu Grunde (Dermott et al., 2003).

1. Verdnderung des Antibiotikums durch enzymatische Aktivitit des Mikroorganismus

(MO), so dass das Antibiotikum die Zelle nicht mehr schadigen kann.

2. Spontane Mutation der Zielstrukturen im MO, welche in einer reduzierten Affinitat

zwischen Zielstrukturen und Antibiotikum resultiert.

3. Verringerte Antibiotikum-Akkumulation durch eine verringerte Aufnahme und/oder

eine erhohte Aktivitdt von Efflux-Pumpen.

4. Entwicklung alternativer Metabolismuswege, die ein Wachstum des MO in Anwesenheit

des Antibiotikums erlauben.

Die antimikrobielle Wirkung der Sulfonamide beruht auf einer Hemmung der Folsduresynthese
welche u.a. zu einer Inhibierung der Bildung von Nukleinsduren fiihrt. Sulfonamid-Resistenzen
basieren normalerweise auf der Bildung von neuen Enzymen, deren Aktivitit unbeeinflusst von
Sulfonamiden bleibt. Aufgrund dessen wird hdufig Trimethoprim, welches ebenfalls in die
Folsduresynthese eingreift und synergistisch wirksam ist, als Kombination mit Sulfonamiden
eingesetzt (Dermott et al, 2003; Skold, 2000). Fiir die Bildung von Tetracyclin-Resistenzen gibt
es zwei Moglichkeiten, zum einen das Ausschleusen der Tetracycline mittels Efflux-Pumpen aus
der Zelle und zum anderen durch eine Modifizierung des Ribosoms. Tetracycline konnen dann
nicht mehr an das Ribosom binden und die Proteinbiosynthese hemmen (Chopra und Roberts,

2001; Dermott et al., 2003).

Mit dem Aufbringen von Wirtschaftsdiinger gelangen Antibiotika-resistente Bakterien sowie
resistente Gene auf Boden (Heuer et al, 2011). Die mdéglichen Auswirkungen sind noch nicht
ganzlich verstanden. Die Vermutung besteht, dass sich die Bakterien des Wirtschaftsdiingers nur
schwer an Bodenbedingungen adaptieren konnen, so dass die Anzahl an resistenten Bakterien
aus dem Wirtschaftsdiinger nach einer gewissen Zeit wieder zuriickgeht (Heuer et al, 2008;

Jechalke et al., 2014). Auch Sengelgv et al. (2003) zeigten, dass eine Beeinflussung der Resistenz
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im Boden durch Aufbringen von, mit Tetracyclin kontaminierter, Schweinegiille lediglich
temporar sein kann. Bekannt ist auflerdem, dass in Boden natiirlicherweise Antibiotika-
resistente Bakterien vorkommen (Cytryn, 2013). Das dort vorherrschende Gleichgewicht der
Bakterien kann dann durch Aufbringen von Antibiotika zu einer Verschiebung fiihren. Dies
konnten Ding et al. (2014) in ihrer Studie mit SDZ-kontaminiertem Wirtschaftsdiinger zeigen.
Kyselkova et al (2013) demonstrierten mit ihrer Studie, dass Exkremente von sowohl
unbehandelten Kiihen als auch Exkremente von mit OTC-behandelten Kiihen Tetracyclin-
resistente Gene aufweisen. In den Exkrementen der behandelten Kiihe wurden zwar héhere
Mengen nachgewiesen, aber dennoch waren natiirlicherweise Tetracyclin-resistente Gene
vorhanden. Hund-Rinke et al. (2004) konnten keine Auswirkungen von Tetracyclinen auf die
Bodenflora zeigen und schétzten daher die Resistenzenbildung gering ein.

Dennoch sprechen viele Studien fiir eine Verbindung zwischen der Auftragung von
kontaminierter Giille und der Resistenzen-Bildung im Boden (Halling-Sgrensen et al., 2005;
Heuer et al.,, 2011; Jechalke et al.,, 2014; Wellington et al., 2013). Auch die Langzeit-Untersuchung
von Cleary et al. (2016) deutet auf eine Zunahme von genetischen Elementen hin, die eine grofde
Anzahl an Antibiotika-resistenten Genen beinhalten. Anzumerken ist hier jedoch, dass
Konzentrationen tliber dem realistischen Gehalt verwendet wurden. In den Niederlanden wurde
eine Studie mit realen Bodenproben von Knapp et al. (2010) durchgefiihrt. Auch sie zeigten, dass
Antibiotika-resistente Gene im Boden in den letzten 60 Jahren deutlich zugenommen haben. Vor
allem die Moglichkeit des horizontalen Gentransfers zwischen verschiedenen Bakterien muss in
der Umwelt in Betracht gezogen werden (Davison, 1999). Insgesamt verdeutlichen die vielen
Studien einerseits die Bedeutsamkeit dieses Themas aber andererseits auch, dass die genauen

Auswirkungen noch nicht vollstindig bekannt sind.
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6 Methodenentwicklung fiir Sulfonamide und Tetracycline

6.1 Einleitung

Flir die Quantifizierung von Sulfonamiden und Tetracyclinen in der Matrix Boden wurde eine
Flussig-Fliissig-Extraktion (LLE) mit dem Ziel entwickelt, beide Antibiotikaklassen simultan
bestimmen zu koénnen. Aufgrund unterschiedlicher physikalischer und chemischer
Eigenschaften wurden moderate Extraktionsbedingungen getestet, da Tetracycline bei hohen
Temperaturen und langen Extraktionszeiten Transformationsreaktionen unterliegen kdénnen
(Doi und Stoskopf, 2000; Hassani et al, 2008; Loftin et al, 2008). Die LLE sollte einen
Kompromiss darstellen, der fiir beide Antibiotikaklassen zusammengenommen die optimalen
Extraktionsbedingungen vereinigt (vgl. Kap. 6.4). In gealterten Bodenproben sind fiir
Sulfonamide  lediglich mit  extremen  Extraktionsbedingungen zufriedenstellende
Wiederfindungsraten moéglich (Raich-Montiu et al, 2010), sodass zusatzlich fiir diese eine
Mikrowellenextraktionsmethode aus der Literatur adaptiert wurde (vgl. Kap. 6.6). Weiterhin
sollte eine Festphasenextraktion (SPE) in beide Methoden integriert werden (vgl. Kap. 6.5). Fiir
die Analyse der Proben wurden eine UHPLC/QTRAP-Methode sowie eine
UHPLC/QTOF-Methode entwickelt (vgl. Kap. 6.2 und Kap. 6.3). Fiir die Auswertung der
Methodenentwicklung wurden die direkten absoluten Wiederfindungen ohne internen Standard
verwendet. Als Probenmenge wurde ein Gramm Boden festgelegt, da die zu untersuchenden
Proben nur in limitierter Menge vorlagen. Fiir die Methodenentwicklung wurde der

Kontrollboden (vgl. Kapitel13.4.1) verwendet.

6.2 Analyse mittels UHPLC/QTRAP

Zunichst wurde die Messmethode, fiir zehn Sulfonamide und fiinf Tetracycline, fiir das
Messsystem UHPLC/QTRAP etabliert. Dabei sollte die Quantifizierung mittels ,multiple reaction
monitoring” (MRM) erfolgen. Das Massenspektrometer ,QTRAP“ bietet die Mdglichkeit, den
letzten Quadrupol als lineare Ilonenfalle zu schalten, so dass das ganze System als

Triplequadrupol verwendet werden kann.

6.2.1 UHPLC-Parameter

Die Messung mittels MRM bietet die Moglichkeit auch co-eluierende Substanzen getrennt
voneinander quantifizieren zu konnen, wenn die Substanzen im ersten oder im dritten
Quadrupol (Q1 und Q3) unterschiedliche m/z-Verhiltnisse aufweisen. Die Trennung der 15
Analyten anhand einer geeigneten UHPLC-Methode spielt dennoch eine entscheidende Rolle. Je

ofter das Massenspektrometer (MS) schaltet, desto weniger Datenpunkte werden pro Peak
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generiert. Dadurch wird die Messprazision verschlechtert. Auferdem ist die Trennung von

Matrix und Analyt notwendig um Matrixeffekte zu reduzieren.

Der erste Schritt der Etablierung stellte die Auswahl einer geeigneten HPLC-Sdule dar. Dazu
wurden HPLC-Sdulen getestet, die sich hinsichtlich des Sdulenmaterials, der Lange und des
Durchmessers unterschieden (vgl. Kap. 13.1). Besonderes Augenmerk lag dabei auf der
Peakintensitiat sowie Peakform der Tetracycline. Der verhéltnismafdig grofde Durchmesser der
Kinetex PFP (2,6 um, 50 x4,6 mm) von Phenomenex erwies sich als vorteilhaft auf das
Elutionsverhalten der Tetracycline. Dieser erlaubte die Verwendung eines h6heren Flusses, der
zu einer Erhohung der Intensitdt fiihrte. Der positive Effekt konnte bis zu einem Fluss von
0,5 mL/min beobachtet werden. Die Analytik von Tetracyclinen ist u. a. durch ihre
komplexierenden Eigenschaften stark beeintrachtigt. Aufgrund dessen konnen die Peaks der
Tetracycline ein ausgeprdgtes Tailing zeigen. Durch Erhoéhung des Flusses konnte dieses
Phidnomen bereits reduziert werden. Ein anderer Ansatz der Reduzierung stellt die
Verringerung der Sdulentemperatur dar. Eigene Untersuchungen zeigten, dass eine hohere
Saulentemperatur zu einer grofieren Peakbreite und damit niedrigeren Peakintensitit fiihrte.
Dies korreliert gut mit den Ergebnissen von Bruno et al. (2002). Sie konnten ebenfalls zeigen,
dass bei 15 °C das Tailing der Tetracyclinpeaks am geringsten war. Infolgedessen wurde mit

einer Sdulentemperatur von 15 °C weiter gearbeitet.

Das Eluentensystem wurde zu Beginn nach Spielmeyer et al. (2014) gewahlt. Verwendet wurde
dort ein wassriger Eluent aus Wasser mit 2 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensdure und ein
organischer Eluent aus Acetonitril (ACN)/Methanol (1:1, v/v). Im Laufe der
Methodenentwicklung wurde der Anteil an Acetonitril aus dem organischen Eluent entfernt und
stattdessen reines Methanol verwendet. Zusatzlich wurde der Zusatz an Salzen auf
Ammoniumbasis und der erhohte Zusatz von Ameisensdure getestet. Dabei konnte festgestellt
werden, dass der Zusatz von Ameisensdure im Vergleich zu reinem Methanol und salzhaltigem
Methanol hohere Intensitaten lieferte.

Da keine positiven Auswirkungen von Salz auf Ammoniumbasis im organischen Eluent auf die
Intensitidten zu verzeichnen waren, wurden dem wassrigen Eluent Salze in unterschiedlicher
Konzentration zugesetzt. Dabei wurden Ammoniumacetat, aufgrund der Ergebnisse von
Mohring et al. (2009), sowie Ammoniumformiat aufgrund der Ergebnisse von Kuracina und
André (2010), in Konzentrationen von 1mM und 3 mM untersucht. Die hoéheren
Peakintensititen wurden bei der Verwendung von 3 mM Ammoniumformiat erhalten, so dass
dieser Eluent als geeignet angesehen und weiter verwendet wurde. Eine hohere
Salzkonzentration wurde nicht getestet, da durch hohere Pufferkonzentrationen vermehrt

Ablagerungen stattfinden, welche bei grofderen Messserien zu einem Intensitatsverlust fithren.
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Neben den Salzen wurde der Anteil von Ameisensaure von 0,1 % auf 0,5 % erhoht, um die
lIonisierung in der Elektrospray-lonisation (ESI) zu verbessern.

Nach Auswahl des Eluentensystems konnte die Gradientenelution angepasst werden. Der
Gradient wurde soweit optimiert, dass alle Sulfonamide, bis auf Sulfapyridin (SPY) und
Sulfathiazol (STZ), basisliniengetrennt wurden. Dabei musste mit einem organischen
Losungsmittelanteil von 22 % begonnen werden, da sonst das polare Sulfaguanidin (SGU) in der
Totzeit der Sdule eluierte. Auch die Tetracycline konnten soweit getrennt werden, dass maximal
vier der 15 Analyten in einer festgelegten Periode eluierten. Ein Spiilschritt mit einem Fluss von
0,9 mL/min war notwendig, um moglichst viele Matrixbestandteile von der Sdule zu entfernen
und reproduzierbare Bedingungen fiir jede Messung zu generieren. Dies war wichtig, da vor
allem die Peakform der Tetracycline von Restmatrix auf der Sdule negativ beeinflusst wird.
Weiterhin wurde untersucht, ob die Peakform oder die Peakintensitdt von dem verwendeten
Losemittel, in dem die Standards angesetzt wurden, abhangig war. Ein Unterschied zwischen

dem Eluentengemisch oder Wasser/ Methanol (1:1, v/v) konnte nicht festgestellt werden.

Anschlieféend konnte die Evaluierung des geeigneten Injektionsvolumens vorgenommen
werden. Mit Erhohen des Injektionsvolumens wird mehr Analyt auf die Sdule gegeben, so dass
die Intensitaten steigen. Der Nachteil des erhéhten Volumens ist, dass vermehrt Matrix auf die
Sdule und auch in das gekoppelte MS gelangt. Die Folge sind hohere Rauschsignale und ein
Kontaminieren der Sdule. Zusatzlich wird auf Dauer die Leistung des MS, beziehungsweise des
Detektors, aufgrund von Matrix beeintrachtigt. Ein Injektionsvolumen bis 6 pL. wire moglich
gewesen, ohne den positiven Effekt des erhohten Analytsignals von einem hohen Rauschen zu
liberlagern. Aus den oben genannten Griinden wurde das Injektionsvolumen auf 4 pL festgesetzt,

da die Probenextrakte eine deutliche, dunkelbraune Farbung aufwiesen.

6.2.2 QTRAP-Parameter

Die QTRAP-Ionisierungseinheit stellt eine ESI dar. Die Temperatur der ESI spielt eine
entscheidende Rolle fiir eine moglichst vollstindige Ionisierung sowie fiir die effektive
Entfernung der Losungsmittelreste. Die Erhohung der Temperatur von 150°C iiber den
Zwischenschritt 300 °C bis zu 500 °C zeigte insgesamt nur geringfiigige Anderungen fiir die
Intensititen der Sulfonamide. Eine Ausnahme bildete SGU, fiir welches bei héherer Temperatur
bessere Intensitdten verzeichnet werden konnten. Die Temperatur von 500 °C zeigte aber vor
allem positive Effekte auf die Intensitiaten der Tetracycline.

Da Tetracycline, trotz angepasster Temperatur, im Vergleich zu den Sulfonamiden deutlich
geringere Intensititen aufwiesen, wurden die gerdtespezifischen Gase fiir Tetracycline naher
untersucht und optimiert. Dabei wurde die Kapillarspannung der ESI nicht verdndert. Das
Variieren des Curtain Gas zeigte keine Auswirkungen auf die Intensitdten. Das Kollisionsgas mit

der Einstellung Medium war fiir die Tetracycline am effektivsten. Zerstaubergas und Heizgas
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wurden anhand der Tests auf 35 und 45 psi eingestellt. Neben der Anpassung der allgemeinen
ESI-Parameter wurden fiir jeden einzelnen Analyten die spezifischen Parameter wie das
Declustering Potential, das Eintrittspotential in den Q1 sowie in die Kollisionszelle, die
Kollisionsenergie und das Kollisionsaustrittspotential ermittelt. Jedoch konnten auch mit diesen
Optimierungen flir Tetracycline nicht die gleichen Intensititen erreicht werden, die fiir die

Sulfonamide erzielt wurden.

Aufgrund ihrer Strukturen kénnen sowohl Sulfonamide als auch Tetracycline leicht protoniert
und daher mittels ESI im positiven Modus ionisiert werden. Im Hinblick auf die insgesamt
geringere lonisierung der Tetracycline wurde zusatzlich die negative lonisierung mittels ESI
getestet. Die Intensitit der Tetracycline nahm dabei jedoch um einen Faktor von circa 10 ab, so
dass weiterhin im positiven ESI Modus gearbeitet wurde.

Da vor allem CTC eine geringe Ionisierung aufwies, wurde untersucht, ob sich
Chlortetracyclinaddukte durch den verwendeten Eluenten gebildet haben. Diese konnten fiir
eine Verringerung der Intensitiat des [M+H]*-lons verantwortlich sein. Dabei wurde bei stetiger
Injektion von CTC mittels Fullscan Aufnahme die Anwesenheit von Ammonium- und
Natriumaddukten iiberpriift. Entsprechende m/z-Verhdltnisse wurden nicht gefunden.
Weiterhin wurde eine frithzeitige Wasserabspaltung untersucht. Auch dieses m/z-Verhaltnis
wurde nicht detektiert.

Die Analytik der Tetracycline unterliegt wie bereits beschrieben starken Matrixeffekten. Auch
die lonisierung ist im Vergleich zu den Sulfonamiden geringer. Diese Problematik konnte anhand
der Optimierung der UHPLC- und QTRAP-Parameter zwar verringert, aber nicht komplett

eliminiert werden.

6.3 Analyse mittels UHPLC/QTOF
Fliir das Messsystem UHPLC/QTOF wurde ebenfalls eine Methode fiir alle 15 Analyten
entwickelt. Da im QTOF prinzipiell alle lonen zum Detektor gelangen, ist die Nachweisstarke im

Fullscan im Vergleich zur QTRAP stark erhoht.

6.3.1 UHPLC-Parameter

Da sich die Saule Kinetex PFP (2.6 u, 50 x 4,6 mm) von Phenomenex als geeignet herausgestellt
hatte, wurde diese auch fiir die Messung mittels UHPLC/QTOF verwendet. Das Eluentensystem
konnte jedoch nicht von der UHPLC/QTRAP-Methode (bernommen werden.
Voruntersuchungen zeigten, dass mit Methanol ein zu hohes Hintergrundrauschen
aufgezeichnet wird, so dass die eigentlichen Analyt-Signale {iiberlagert wurden. Eine
Verwendung von Acetonitril war dagegen moglich. Als wassriger Eluent wurde Wasser mit 2 %
Acetonitril und 0,1 % Ameisensaure verwendet. Da Acetonitril eine hohere Elutionskraft besitzt

als Methanol, musste der UHPLC/QTRAP-Gradient entsprechend modifiziert werden. Dazu
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mussten die Startbedingungen auf einen organischen Losungsmittelanteil von 9 % herabgesetzt
werden. Da Acetonitril als organischer Eluent diente, war ein Spulschritt mit einem Fluss von
0,6 mL/min ausreichend. Das Injektionsvolumen wurde auf 2plL festgelegt, um die
Kontamination des hochauflésenden Messsystems zu verhindern. Fiir die spateren Messungen

der Probenextrakte wurde zusatzlich das Verdiinnen der Proben um den Faktor fiinf festgelegt.

6.3.2 QTOF-Parameter

Durch die Trennung mittels HPLC konnen Messperioden festgelegt werden. In diesen Perioden
wurden die entsprechenden Produktionenscans sowie ein Fullscan durchgefiihrt. Im
Unterschied zur QTRAP musste fiir die einzelnen Analyten keine Optimierung der
analytspezifischen Potentiale durchgefiihrt werden, so dass die QTRAP-ESI-Parameter und
Potentiale iibernommen werden konnten. Das QTOF kann ohne spezifische Kollisionsenergien
arbeiten. Dafiir wird ein Kollisionenergie-Bereich ausgewdhlt und dessen Spannweite
eingestellt. Dies ist notwendig, da nicht wie mittels QTRAP einzelne Produktionen fokussiert
werden, sondern alle Produktionen gescannt und detektiert werden. Im Unterschied zum bei der
QTRAP angewendeten MRM entfallen bei dem Produktionenscan die Einstellungen fiir einzelne
Produktionen.

Da die Ionisierungseinheit des QTOF die Maoglichkeit bietet, zwischen den zwei
lIonisierungsarten ESI und ,atmospheric pressure chemical ionization“ (APCI) zu wahlen, wurde
getestet, ob die Verwendung der APCI-lonisierungseinheit zu einer héheren Signalintensitat
fiihrt. Dafiir wurden die typischen Werte fiir die Parameter Heizer Gas (30 psi), Curtain Gas
(25 psi), Declustering Potential (60 V) sowie eine Kapillarspannung von 5000 V verwendet.
Variiert wurden das Zerstdubergas sowie die Quellentemperatur. Fiir die Vergleichbarkeit der
Ionisierung von ESI und APCI wurden die Flachen von SDZ, als Beispiel fiir die Sulfonamide,
ausgewertet (Abb. 6.1). Nur ~20-30 % der mittels ESI erhaltenen Flache von SDZ konnten mit
APCI auch nach Variation des Zerstaubergases und der Quellentemperatur erreicht werden. Die
Tetracycline zeigten ebenfalls nur eine minimale bis keine lonisierung mittels APCI. Als

lonisierungsmethode wurde daher die ESI verwendet.
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Abb. 6.1: Flachen von SDZ [ %] in Abhédngigkeit der variierten Parameter ((A) Zerstiaubergas, (B) Temperatur
[°C]) im Vergleich zur Ionisierung mittels ESI.

6.4 Flussig-Fliissig-Extraktion (LLE)

Die zu entwickelnde LLE sollte fiir beide Antibiotikaklassen die optimalen
Extraktionsbedingungen vereinen und eine simultane Bestimmung mit niedrigen

Nachweisgrenzen fiir gealterte Boden ermoglichen.

Speziell fiir die Bestimmung von Sulfonamiden wurden bereits viele unterschiedliche
Extraktionsverfahren veroffentlicht. Diese unterscheiden sich vor allem durch Verwendung
unterschiedlicher Extraktionsmethoden (Ultraschall, Pressurized Liquid Extraction (PLE),
Flissig-Fliissig Extraktion, Accelerated Solvent Extraction (ASE)) sowie durch unterschiedliche
Extraktionsmittel (Methanol, Mcllvaine Puffer, Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Ethylacetat,
ACN/Wasser) (Blackwell et al., 2004; Garcia-Galan et al., 2013; Hamscher et al., 2005a; Stoob et
al, 2006). Als effektivste Methode zur Bestimmung von Sulfonamiden in gealterten
Bodenproben stellte sich die mikrowellenunterstiitzte Extraktion heraus. Da fiir eine
verbesserte Extraktion von Sulfonamiden hohe Temperaturen verwendet werden miissen
(Forster et al, 2008; Raich-Montiu et al, 2010), ist diese Methode im Hinblick auf die
notwendige simultane Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen nicht das Mittel der
Wahl. Denn die Wiederfindungen der Tetracycline nehmen ab einer Temperatur von 40 °C ab
und sie unterliegen Transformationsreaktionen (Doi und Stoskopf, 2000; Hassani et al, 2008).
Ein bekanntes Transformationsprodukt von Tetracyclin stellt zum Beispiel das
Anydro-Tetracyclin dar (Halling-Sgrensen et al., 2002). Fiir die Extraktion von Tetracyclinen

konnte daher kein Nutzen aus der mikrowellenunterstiitzen Extraktion gezogen werden.

Flr die Extraktion von Tetracyclinen wurden ebenfalls bereits Studien veroffentlicht. Diese
wurden unter anderem mittels Schiittelextraktion mit Citratpuffer/Ethylacetat durchgefiihrt

(Hamscher et al., 2002). Aber auch Methanol, EDTA, Mcllvaine-Puffer, Aceton/Ameisensaure
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wurden als Extraktionsmittel mit PLE, Ultraschall oder Schiittelextraktion verwendet (Aga et al.,

2005; Blackwell et al., 2004; Jacobsen et al., 2004; O’Connor und Aga, 2007).

Vor diesem Hintergrund wurde bei der Methodenentwicklung mit einer hauptsachlich
wassrigen Extraktion und einer schonenden Methode mit vielen Extraktionsschritten, um ein

eventuelles ,Aufbrechen” der Bodenmatrix zu initiieren, begonnen.

6.4.1 Extraktion mittels kontinuierlichem Durchfluss

Dass eine hohe Niederschlagsmenge einen Einfluss auf bestimmte Sulfonamide und ihren Weg
durch die verschiedenen Bodenschichten haben kann, zeigten Spielmeyer et al. (2017a) anhand
ihrer Lysimeterstudien. Sie konnten nach starken Regenfallen die h6chste Konzentration an SMZ
und SMX in dem aufgefangenen Sickerwasser nachweisen. Daher wurde durch Simulation eines
dauerhaften Niederschlages getestet, ob eine verstarkte Analytauswaschung aus dem Boden zu
erreichen war. Hierfiir wurde ein kontinuierlicher Durchfluss durch den Boden geleitet. Anstatt
Regenwasser wurde jedoch ein Puffer verwendet, der zu einer schnelleren und hoéheren
Extraktion der Analyten aufgrund eines effizienteren Aufbrechens der Bodenmatrix fiihren
sollte. Die Bodenproben wurden zur Auflockerung mit ausgeheizten Glasperlen vermischt und in
leere SPE-Kartuschen gegeben. Durch Anlegen eines Unterdruckes sollte kontinuierlich
Fliissigkeit durch den Boden geleitet werden. Die Veranderung der Bodenmatrix aufgrund des
Puffers fiihrte jedoch zu einer starken Verdichtung des Bodens, so dass kein stetiger Durchlauf
gegeben war. Trotz Glasperlen unterschiedlicher Grofde und Menge reichte der erzeugbare
Unterdruck nicht fiir einen konstanten Fluss aus. Aus Vorarbeiten von Cantaro (2014) war
bekannt, dass die Zugabe von Losungsmitteln eine noch starkere Verdichtung der Bodenmatrix
bewirkt. Ein Durchfluss mit Zusatz eines organischen Losungsmittels wurde deswegen hier nicht
weiter untersucht. Auch eine Extraktion mittels kontinuierlichem Wasserdurchfluss wurde nicht
getestet, da die Extraktionswirkung von Wasser fiir eine vollstindige Extraktion in kurzer Zeit

als zu gering eingeschatzt wurde (vgl. Lysimeterstudie von Spielmeyer et al. (2017a)).

6.4.2 Einfluss von Puffer und pH-Werten

Da ein ,Aufbrechen” der Matrix nicht mit einer kontinuierlichen Extraktion erreicht wurde,
wurde zunachst der Einfluss verschiedener Puffer mit unterschiedlichen Konzentrationen und
pH-Werten untersucht (vgl. Tab. 6.1). Neben der Verwendung eines einzelnen Puffers wurden

diese auch in Kombination eingesetzt.
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Tab. 6.1: Fiir die Extraktion untersuchte Puffer und jeweiligen Salze mit Konzentrationen, EDTA-Zusatz und
pH-Wert.

Salz Konzentration EDTA-Zusatz pH-Wert
(0,05 M)

Citrat 1M Ja 4,7
Natriumacetat 1M Nein 6,0
Natriumacetat 1M Ja 5,5
Natriumacetat 2M Ja 5,5
Natriumacetat 1M ja 4,7

Der Zusatz von EDTA zu den jeweiligen wassrigen Losungen erfolgte, um die
Chelatkomplexbildung von Tetracyclinen mit Metallionen zu verhindern (Lee und Everett, 1981;
Oka et al, 2000). Mit dem Natriumacetatpuffer ohne EDTA-Zusatz konnten dementsprechend
nur sehr geringe Mengen an Tetracyclin extrahiert werden, so dass dieser nicht weiter
verwendet wurde. Ein Unterschied in der Extraktionseffizienz zwischen dem 1M und 2 M
Natriumacetatpuffer konnte fiir beide Antibiotikaklassen nicht festgestellt werden. Da
Tetracycline im leicht sauren Bereich keiner Isomerisierung unterliegen, wurde fiir weitere
Versuche der Natriumacetatpuffer mit einem pH-Wert 4,7 verwendet (Halling-Sgrensen et al.,
2002). Mit Citratpuffer und Natriumacetatpuffer, jeweils pH 4,7, konnten sehr &dhnliche
Wiederfindungen erzielt werden. Um den Effekt zu verstirken, wurden diese Puffer in
Kombination mit insgesamt zehn Extraktionsschritten a fiinf Minuten weiter untersucht. Die
zehnfache Extraktion wurde ausgewahlt, um durch wiederholte Zugabe von frischem Puffer ein
»Aufbrechen“ der Matrix zu erreichen. Dabei wurde eine Extraktionszeit von fiinf Minuten
verwendet, um die Handhabung im Labor zu vereinfachen. Dariiber hinaus wurde eine
einstiindige Extraktion mit Methanol hinzugefiigt, um auch die unpolareren Sulfonamide zu

extrahieren.

Um die Extraktionseffizienz der bis zu diesem Zeitpunkt entwickelten Methode einordnen zu
koénnen, wurde ein Vergleich mit der Literaturmethode nach Hamscher et al (2002)
durchgefiihrt (vgl. Abb. 6.2). Die Methode nach Hamscher et al. (2002) besteht aus zwei
Extraktionsschritten mittels Horizontalschiittler. Die Proben werden dabei mit Citratpuffer
vorbehandelt und anschlief3end erfolgt die eigentliche Extraktion mit Ethylacetat. Der Vergleich
erfolgte mit dotierten Proben mit einer Inkubationszeit von zehn Minuten und zehn Tagen. Die
ermittelten Wiederfindungsraten, sowohl fiir die zehn Minuten als auch fiir die zehn Tage
inkubierten Proben, waren mit der entwickelten wassrigen Methode hoher als im Vergleich zu
den ermittelten Wiederfindungsraten mit der Methode nach Hamscher et al. (2002). Einzige

Ausnahme bildete CTC bei den Wiederfindungen nach zehn Minuten. Der Ansatz der wassrigen
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Extraktion war demnach aber erfolgreich. Bei beiden Methoden konnte jedoch ein Absinken der
Wiederfindungen nach zehn Tagen Inkubation, auf3er bei CTC, festgestellt werden. Die weitere
Methodenentwicklung zielte folglich darauf ab, auch bei gealterten Proben eine hohere

Wiederfindungen zu erzielen.
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Abb. 6.2: Vergleich der Wiederfindungen zwischen wassriger (schwarz) und organischer (grau) (Hamscher et
al, 2002) Extraktion, fiir 10 Minuten und 10 Tage mit 100 pg/kg Analyten dotierte Proben. Die Fehlerbalken
stellen die Spannweite der Doppelbestimmung dar.

6.4.3 Einfluss der Anzahl der Extraktionszyklen sowie -dauer

Da eine zehnfache Extraktion sehr zeitaufwendig ist wurde untersucht, ob eine Verringerung der
Extraktionsschritte eine Auswirkung auf die Wiederfindung der Analyten hat. Mit einer
Reduktion auf 2, 4, 6 oder 8 Schritte konnte keine Verbesserung oder Verschlechterung in den
Wiederfindungen der Analyten festgestellt werden. Eine Ausnahme bildete hier das polare
Sulfonamid SGU, dessen Wiederfindungen bei einer geringeren Anzahl der Extraktionsschritte
hoher war. Aufgrund dessen wurde die Anzahl der Extraktionsschritte fiir die folgende

Entwicklung auf zwei Schritte reduziert.

Neben der Anzahl der Extraktionsschritte spielt auch die Lange der Extraktion eine Rolle, um
eine ,Aufbrechen” der Matrix zu generieren. Dazu wurden kurze (5 Minuten), mittellange
(3 Stunden) und lange Extraktionen (24 Stunden) in unterschiedlicher Kombination und
Haufigkeit getestet. Die Testreihen zeigten, dass lange Extraktionen keine negativen
Auswirkungen auf die Wiederfindungen hatten. Mehrmalige lange Extraktionen zeigten
hingegen auch keine Verbesserung der Extraktionseffizienz. Die Vermutung, dass die
Wiederfindungen vor allem fiir Sulfonamide so verbessert werden konnten, bestatigte sich nicht.
Bei den zu untersuchenden Realproben handelte es sich aber um Boden, welcher tiber Jahre
hinweg gealtert ist. Flir die Methodenentwicklung standen hingegen Proben zur Verfiigung, die
im Vergleich dazu nur ,kurz“ gealtert waren. Daher wurde nicht ausgeschlossen, dass eine lange

Extraktion fiir die Aufarbeitung der iiber Jahre hinweg gealterten Proben, vor allem fiir
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Sulfonamide, zu einer hoheren Ausbeute fiihrt. Eine Kombination mit zwei Extraktionsschritten,
einer kurzen Extraktion von zehn Minuten und einer langen Extraktion von 24 Stunden, wurde

fiir beide Antibiotikaklassen als eine optimale Losung angesehen.

6.4.4 Einfluss der Losungsmittel

Da festgestellt wurde, dass mit Citratpuffer sowie Natriumacetatpuffer dhnliche Ergebnisse
erzielt werden konnten, wurde fiir die weitere Optimierung der Methode Citratpuffer
verwendet. Die Handhabung des Natriumacetats bei pH 4,7 ist erschwert, da das Salz bei
langerer Standzeit der Pufferlosung ausfallt und vor Verwendung erneut durch Erwarmen gelost
werden muss. Das alleinige Arbeiten mit Citratpuffer stellte daher eine Vereinfachung dar. Das
Volumen an Citratpuffer der ersten kurzen Extraktion wurde auf 3 mL festgelegt, um ein

vollstindiges Befeuchten des Bodens, mit zusitzlichem Uberstand, sicherstellen zu kénnen.

Fiir die Methodenentwicklung wurde, neben Citratpuffer, Methanol als Lodsungsmittel
verwendet, um auch die unpolareren Verbindungen zu extrahieren. Fiir Methanol ist bekannt,
dass es die Desorptionsrate von organischen Molekiilen, durch ,Aufquellen der organischen
Substanz im Boden, erh6ht (Brusseau et al.,, 1991; Pignatello und Xing, 1996). Methanol wurde
deshalb als geeignet fiir die Extraktion angesehen. Zum Vergleich wurden auch Tests mit einem
unpolareren Losungsmittelgemisch durchgefiihrt. Dazu wurde ein Gemisch aus Methano],
Acetonitril und Dichlormethan verwendet. Dies zeigte bei fritheren Untersuchungen von Cantaro
(2014) gute Ergebnisse. Andere Losungsmittel wurden nicht untersucht, da die Vorarbeiten
gezeigt hatten, dass der Boden bei langer Behandlung zu einer festen Masse wird. Dies ist fiir

eine anndhernd vollstdndige Extraktion und Aufbrechen der Matrix ungeeignet.

Der Vergleich zwischen dem Gemisch und Methanol ergab dhnliche Wiederfindungen. Dabei
wurden unter anderem Tests mit und ohne Dichlormethan durchgefiihrt, die Reihenfolge
variiert und die wassrige Phase mitverwendet oder nur die organische Phase weiter verwendet.
Dabei variierten die Wiederfindungen der Tetracycline stark. Die zusatzlich mitgefiihrten
Extraktionen mit Methanol zeigten dagegen konstantere Wiederfindungen. Optisch war die
Bodenmatrix mit den Methanol-Extraktionen ebenfalls gleichmafdiger aufgeschlossen. Dies ist
auf die aufschwemmende Wirkung von Methanol zuriickzufithren (Brusseau et al, 1991;
Pignatello und Xing, 1996). Als geeignetes Losungsmittel konnte demnach Methanol identifiziert
werden. Angelehnt an die Methode nach Spielmeyer et al. (2014), wurde fiir die zweite
Extraktion ein Volumen von 2 mL Citratpuffer und 4 mL Methanol festgelegt. Dabei wurde, im
Vergleich zu der Methode nach Spielmeyer et al. (2014), der wassrige Anteil aufgrund der
Ergebnisse der Methodenentwicklung erhdht und der organische Anteil, im Hinblick auf die

anschliefdende Festphasenextraktion (vgl. Kap. 6.5), verringert.
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6.4.5 Extraktion mittels saurer Hydrolyse

Durch den Einsatz von konzentrierter Schwefelsdure wurde eine mdgliche Oxidation von
Bodenbestandteilen getestet. Hiermit sollte die Bindung der Analyten an die Bodenmatrix
verringert und ein Ubergang in die Extraktionslésung erleichtert werden. Auch eine saure
Hydrolyse mit rauchender Salzsdure wurde untersucht. Daflir wurden die Sauren vor der
eigentlichen Extraktion auf dotierten Boden gegeben und iiber Nacht bei 55°C im
Trockenschrank inkubiert. Unterschiedliche Mengen an Schwefelsdure (10 pL, 20 pL, 50 pL,
100 uL) sowie 50 uL Salzsdure (HCl) wurden verwendet. Der Effekt der sogenannten
Matrixaufschliefung konnte mit der Sdure-Vorbehandlung zwar erzielt werden, fiihrte aber
nicht zu dem gewiinschten Effekt der Verbesserung der Wiederfindung. Stattdessen kam es
anscheinend zu einem Abbau der Analyten. Die Wiederfindungen mit Vorbehandlung waren im
Vergleich zu denen ohne Vorbehandlung fiir alle Analyten niedriger. Die Menge an
Schwefelsdure bewirkte keinen Unterschied. Schon bei 10 pL. konzentrierter Schwefelsdure
nahm die Wiederfindung ab. Auch die Vorbehandlung mit Salzsdure bewirkte diesen Effekt (vgl.
Abb. 6.3). Bei diesem Versuch war das Augenmerk auf die Verbesserung der Wiederfindung der
Sulfonamide gelegt, da bei den Tetracyclinen die Wahrscheinlichkeit der Dehydratisierung bei
stark sauren Bedingungen steigt (Halling-Sgrensen et al, 2002). Die Abnahme der
Extraktionseffizienz von hohen zu niedrigen pH-Werten beobachteten auch Stoob et al. (2006).
Sie konnten bei einem pH-Wert von 2,2 keine quantitative Bestimmung der untersuchten
Sulfonamide durchfithren. Sie erklarten dies mit einer hoheren Matrixextraktion, welche zu
einer Signalsuppression gefithrt hat, sowie mit einer insgesamt schlechteren
Extraktionseffizienz bei niedrigen pH-Werten. Sie konnten dies mittels aufgearbeitetem
Kontrollboden nachweisen. Der Einbau einer sauren Hydrolyse in die Methode wurde aus diesen

Griinden nicht weiter verfolgt.
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Abb. 6.3: Wiederfindungen der Analyten (Dotierung: 100 pg/kg) ohne (schwarz) und mit (grau)
Vorbehandlung mit HCIL.

6.5 Festphasenextraktion

Fiir die Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen wird in der Literatur héufig, neben
der eigentlichen Extraktion, eine Festphasenextraktion verwendet. Dieser zusatzliche Schritt der
Aufarbeitung dient der Entfernung von stérenden Matrixbestandteilen sowie der
Aufkonzentrierung der Analyten. Dabei finden verschiedene SPE-Saulen und Methoden fiir die
Bestimmung von Tetracyclinen und Sulfonamiden in Boden Verwendung (Aga et al, 2005;
Bailey et al,, 2016; Tso et al,, 2011; Zhang et al., 2014). Die sich im Institut bereits bewéahrte
SPE-Methode zur Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen in wassrigen Proben nach
Bailey et al. (2016) wurde auf ihre Verwendbarkeit bei Bodenproben untersucht. Da die
Probenmatrices grundlegend verschiedene Eigenschaften aufweisen, wurde die Methode an die

Matrix Boden angepasst und optimiert.

6.5.1 Sequentielle Elution

Der verwendete Saulentyp spielt fiir eine erfolgreiche Aufkonzentrierung bei einer
gleichzeitigen Entfernung von Matrixbestandteilen eine wichtige Rolle. Aufgrund dessen wurden
fiinf SPE-Kartuschen verschiedener Hersteller untersucht. Die Basis der Materialien bildet ein
hydrophobes Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer (Oasis® HLB, Strata™ XL, Isolute® ENV+,
Chromabond® HR-X) sowie eine Umkehrphase auf Kieselgelbasis (HyperSep C18™). Fiir die
Auswahl der geeignetsten SPE-Sdule wurde eine sequentielle Elution durchgefiihrt. Dafiir
erfolgte die Elution mit 0 bis 100 % Methanol, wobei der methanolische Anteil bei jedem
Elutionsschritt um 10 % erh6ht wurde. Das Elutionsvolumen betrug bei jedem Schritt 4 mL. Die

Wiederfindungen fiir jede Fraktion wurden bestimmt und die Summe der Wiederfindungen fiir
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die einzelnen Fraktionen berechnet. Anhand des Versuches wurde die SPE-Siule identifiziert,
die fiir beide Antibiotikaklassen zur hoéchsten Wiederfindung fithrt und die die Mdglichkeit
eroffnet, einen Waschschritt mit einem methanolischem Anteil einzubauen, um

Matrixbestandteile zu entfernen.

SDZ, SMZ sowie SMX wurden als Stellvertreter fiir die Sulfonamide untersucht. In Abb. 6.4 am
Beispiel von SDZ sind die Ergebnisse der sequentiellen Elution fiir die Klasse der Sulfonamide
dargestellt. Die Wiederfindung mittels Chromabond® HR-X lag bei 90 %, wohingegen die
anderen SPE-Sdulen Werte von <50 % erreichten. Die Wiederfindungen mit der SPE-Saule
Isolute® ENV+ zeigten bei einem ersten Versuch dhnliche Ergebnisse wie flir die Chromabond®
HR-X Saule. Diese konnten bei einer zweiten Durchfiihrung jedoch nicht reproduziert werden, so
dass auch diese Sidule nicht als geeignet angesehen wurde. Auch die ermittelten
Wiederfindungen von SMZ und SMX als weitere Vertreter der Sulfonamide spiegeln diese
Ergebnisse wider (Daten nicht gezeigt). Die niedrigen Elutionsraten bei den getesteten
SPE-Saulen, ausgenommen die Chromabond® HR-X Saule, kéonnten auf eine unvollstindige
Elution der Substanzen zuriickzufiihren sein. Von einer Extraktion mit ACN wurde abgesehen, da
mit der Chromabond® HR-X Saule zufriedenstellende Ergebnisse erzielt wurden. Die Elution von
SDZ beginnt bei der Chromabond® HR-X bei 30 % Methanol. Bei den SPE-Saulen Oasis® HLB und
Isolute® ENV+ ist der Methanolanteil, der die Elution der Analyten einleitet, dhnlich. Ein
Waschschritt ware also moglich. Die SPE-Saulen HyperSep C18™ und Strata™ XL sind jedoch

ungeeignet fiir einen Waschschritt, da SDZ schon bei einem Methanolgehalt von 10-20 % eluiert.
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Abb. 6.4: Sequentielle Elution von Sulfadiazin fiir die SPE-Siulen Oasis® HLB (A), HyperSep C18™ (B), Strata™
XL (C), Isolute® ENV+ (D), Chromabond® HR-X (E), Dotierung der Proben mit 100 pg/kg Analyt.



II. SULFONAMIDE & TETRACYCLINE Methodenentwicklung 37

Als Stellvertreter fiir die Tetracycline wurden TC und CTC untersucht. Die SPE-Saule
Chromabond® HR-X zeigt ebenfalls fiir die Antibiotikaklasse der Tetracycline, beispielhaft an TC
dargestellt (Abb. 6.4), die hochste Wiederfindung. Bei den Sdulen Oasis® HLB und Strata™ XL
konnte kein Tetracyclin gemessen werden. Eine Elution des Tetracyclins auf der Saule
Chromabond® HR-X beginnt bei einem Methanolgehalt von 50 %. Mit den SPE-Sdulen HyperSep
C18™ und Isolute® ENV+ erst bei Methanolanteilen von 100 % und 70 %. Da SDZ bei einem
geringeren Methanol-Anteil eluiert und eine gleichzeitige Bestimmung von Sulfonamiden und
Tetracyclinen erfolgen sollte, ist der Methanolgehalt zu Beginn fiir die Elution der Tetracycline
in dem Fall vernachlédssigbar. Anhand der Wiederfindung wurde gezeigt, dass die SPE Saule
Chromabond® HR-X, welche auch Bailey et al (2016) verwenden, am geeignetsten ist.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass der Einbau eines Waschschrittes mdglich ist, so dass mit dieser
SPE-Saule weitergearbeitet wurde.

In der Literatur stellt die SPE-Sdule Oasis® HLB eine gingige Saule fiir die Bestimmung von
Sulfonamiden und Tetracyclinen in Boden dar (Garcia-Galan et al, 2013; Huang et al, 2013;
Raich-Montiu et al, 2007). In diesem Fall konnte jedoch gezeigt werden, dass die SPE-Saule
Chromabond® HR-X bessere Eigenschaften fiir die Bestimmung der beiden Antibiotikaklassen
im Hinblick auf die Wiederfindungen aufweist, zumal kein Tetracyclin in den Proben mit der
Aufarbeitung iiber die SPE-Sdule Oasis® HLB detektiert werden konnte. Dass die sequentielle
Elution nicht funktioniert hat, kann ausgeschlossen werden, da in den gleichen Proben die
Sulfonamide messbar waren. Eine zu starke Retadierung des Tetracyclins, zum Beispiel
aufgrund vorhandener Matrixbestandteile, konnte eine Elution verhindert haben. Eine Elution
mit einem unpolareren Ldsungsmittel, wie Acetonitril, wire mdoglich gewesen. Da der
Nebeneffekt eines unpolareren Losungsmittels aber die vermehrte Coelution von abgetrennten
Matrixbestandteilen zur Folge haben konnte, wurde davon abgesehen. Aufderdem erfolgt nach
Literaturangaben die Elution auch haufig mit Methanol (Jacobsen et al,, 2004; O'Connor et al.,
2007). Neben der Verwendung einer einzelnen SPE-Saule ist in der Literatur die Kombination
aus zwei SPE-Sdulen mit verschiedenen Materialien bekannt. Dabei wird die Probe erst iiber
einen starken Anionenaustauscher (SAX) gereinigt und anschlief3end iiber eine zweite Sdule mit
einer hydrophoben Umkehrphase angereichert (Andreu et al, 2009; Jacobsen et al, 2004;
Shelver et al, 2010; Vazquez-Roig et al, 2010). Da die SPE-Sdule Chromabond® HR-X fiir die
untersuchten Bodenmatrix und simultane Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen
zufriedenstellende Ergebnisse lieferte, wurde von einer Kombination aus zwei Saulen
abgesehen. Denn im zunehmenden Mafie spielt, neben einer einfachen Handhabung und der
Durchfiihrung, auch der Blick auf die Umwelt fiir die Entwicklung einer zeitgemafien Methode
eine wichtige Rolle. Um insgesamt die Wiederfindung der Tetracycline zu erhéhen, wurde bei
weiteren Versuchen, wie bei der Methode nach Bailey et al. (2016) neben Methanol, auch

angesauertes Methanol zur Elution verwendet.
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Abb. 6.5: Sequentielle Elution von Tetracyclin fiir die SPE-Saulen HyperSep C18™ (A), Isolute® ENV+ (B),
Chromabond® HR-X (C), Dotierung der Proben mit 100 pg/kg Analyt.

6.5.2 Einbau eines Waschschrittes

Basierend auf den Ergebnissen fiir SDZ, wire im Rahmen der SPE ein Waschschritt mit
20 %-iger Methanollosung moglich (Kap. 6.5.1). Da SGU jedoch polarer ist als das zuvor
untersuchte SDZ, wurde der untersuchte Waschschritt mit 10 %-iger Methanollésung
durchgefiihrt. Um den Effekt des Waschschrittes auf die anschliefiende Analyse zu liberpriifen,
wurden Proben mit allen untersuchten Sulfonamiden und Tetracyclinen dotiert und mit und
ohne Waschschritt aufgearbeitet. Das Ziel, die Wiederfindungsraten durch Verringerung von
Matrixbestandteilen deutlich zu erh6hen, konnte mit einem Methanolgehalt von 10 % nicht
erreicht werden (vgl. Abb. 6.6). Die Extrakte der mit Waschschritt behandelten Proben zeigten
eine ahnlich starke braunliche Farbung wie die Extrakte ohne Waschschritt. Auch die
Wiederfindungen mit und ohne Waschschritt zeigten eine hohe Ahnlichkeit. Einen tendenziellen
Riickgang zeigte die Wiederfindung von SGU mit 52 % auf 38 %. Ein Verlust an SGU aufgrund
des Methanolgehaltes im Waschschritt konnte somit nicht ausgeschlossen werden. Da mit einem
Waschschritt die Wiederfindung nicht verbessert werden konnte, wurde kein Waschschritt in
die SPE-Methode integriert. In der Literatur werden Waschschritte mit Wasser durchgefiihrt
(Raich-Montiu et al.,, 2007; Vazquez-Roig et al, 2010). Von diesem wurde aber abgesehen, da
auch mit organischem Anteil nur geringfiigig bessere Wiederfindungen erzielt werden konnten
und dementsprechend von einem rein wassrigen Waschritt keine positiven Effekte zu erwarten
waren. Zusatzlich ist die Zeitersparnis aufgrund eines nicht vorhandenen Waschschrittes bei

einem hohen Probendurchsatz von Vorteil.
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Abb. 6.6: Wiederfindungen der Analyten mit (schwarz) und ohne (graue) integriertem Waschritt (WS) in der
SPE-Methode, bei Proben mit einer Dotierung von 100 pg/kg. Die Fehlerbalken stellen die Spannweite der
Doppelbestimmung dar.

6.5.3 Variation Probenvolumen

Aufgrund der verwendeten organischen Losungsmittel fiir die Extraktion (Kap. 6.4), musste vor
der Durchfiihrung der SPE eine Verdliinnung mit Wasser erfolgen. Die Ergebnisse aus Kapitel
6.5.2 haben gezeigt, dass SGU schon bei einem Anteil von 10 % Methanol eluiert. Der organische
Anteil der Probe musste demnach unter 10 % liegen. Auch Raich-Montiu et al. (2007) und Huang
et al. (2013) gaben an, ihre Proben auf einen Gehalt an organischen Losungsmitteln von 5 % zu
verdiinnen, obwohl beide Arbeiten nicht das polare Sulfonamid SGU umfassen. Daher wurden
die hergestellten Bodenextrakte auf einen Anteil von 2,5 % und 5 % Methanol verdiinnt, was
einem Aufgabevolumen auf die SPE-Saule von 49 mL bzw. 39 mL entsprach. Im Vergleich dazu
verwendeten O'Connor et al. (2007) ein Probenvolumen von 500 mL. Dieser Unterschied geht
vor allem auf den hdoheren organischen Losungsmittelanteil der Probe nach der Extraktion
zurlick. Die Verwendung eines geringeren Probenvolumens bei der Durchfiihrung einer SPE
bietet erhebliche Vorteile hinsichtlich der Dauer und Handhabung.

Die Wiederfindungen bei einem Methanolgehalt von 2,5 %, also einem héheren Probenvolumen,
waren fiir alle Analyten geringfiigig besser als mit einem Methanolanteil von 5 %. Dies kénnte an
dem geringeren organischen Losungsmittelanteil oder an der hoheren Verdiinnung der
Probenmatrix liegen. Eine niedrigere Konzentration der Matrixbestandteile in der
Aufgabeldsung kann eine bessere Anlagerung der Analyten auf dem Saulenmaterial begiinstigen.
Um zwischen den zwei Moglichkeiten differenzieren zu konnen, wurde ein weiterer

Arbeitsschritt vor der SPE eingefiigt. Dabei wurden die Extrakte fiir 30 Minuten im
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Stickstoff-Strom inkubiert um den organischen Losungsmittelanteil zu verringern. Anschlief3end
wurden die Proben auf einen methanolischen Anteil von unter 5% verdiinnt, bevor eine SPE
durchgefiihrt wurde. Der Vergleich von direkt verdiinnter Probe und zuerst eingeengter Probe
zeigte nur vernachldssigbare Unterschiede in der Wiederfindung, wobei die Wiederfindungen
der Analyten bei der eingeengten Probe geringfiigig hoher waren. Die eingeengte Probe musste
weniger verdiinnt werden, um einen Methanolgehalt von unter 5% zu erreichen. Sie wies
dadurch eine hohere Konzentration der Matrixbestandteile in der Aufgabeldsung auf. Die
Verdiinnung der Matrixbestandteile konnte somit nicht fiir die zuvor erhaltenen besseren
Wiederfindungen bei unterschiedlichen Probenvolumina verantwortlich sein. Da kein
Unterschied bei den Wiederfindungen der beiden Methoden feststellbar war, konnte durch das
Einfiithren des zusatzlichen Arbeitsschrittes das einsetzbare Probenvolumen fiir die SPE letztlich
halbiert (25 mL) werden. Da die Probenaufgabe einen entscheidenden Zeitfaktor bei der SPE
und einem automatischen SPE-System darstellt, konnte die SPE-Methode auf diese Art

entscheidend verkiirzt werden.

6.6 Mikrowellenextraktion

Bekannt ist, dass bei steigender Kontaktzeit von Sulfonamiden und Matrix die Extrahierbarkeit
aus Boden sinken kann (Hamscher et al, 2005a; Stoob et al, 2006). Sulfonamide sind
temperaturstabil und werden aufgrund dessen in der Literatur haufig mit harschen Methoden,
wie PLE, ASE oder MWE aus Boden extrahiert (Chen et al., 2009; Christian et al., 2003; Jacobsen
et al, 2004). Die Unterschiede zu einer LLE stellen hier die harteren Extraktionsbedingungen,
wie erhohter Druck und Temperatur, dar. Aber auch bei harschen Methoden ist eine Abnahme
der Extrahierbarkeit iiber die Zeit festzustellen. Chen et al. (2009) demonstrierten mittels MWE
einen Riickgang der Sulfonamid-Wiederfindungen von 86-102 % auf 38-48 % innerhalb von vier
Wochen. Ein Vergleich der Extraktionsmethoden LLE, PLE, Ultraschallsonde und MWE zeigte,
vor allem fiir gealterte Sulfonamidriickstinde im Boden, dass die MWE die effizienteste Methode
darstellt (Raich-Montiu et al.,, 2010). Mittels MWE konnten die Autoren in drei Monate gealterten
Bodenproben noch Wiederfindungen von 15-64 % erreichen. Auch Forster et al. (2008) stellten
in einem Vergleich zwischen LLE, ASE und MWE fest, dass die MWE die effizienteste Methode

zur Extraktion von gealterten SDZ-Riickstanden darstellt.

Angelehnt an die Ergebnisse von Forster et al. (2008) und Raich-Montiu et al. (2010) wurde die
MWE adaptiert und an die Eigenschaften aller zehn Sulfonamide angepasst und optimiert. Fiir
die Methodenadaption wurde 1g Boden verwendet, dotiert mit einem Sulfonamid-
Mischstandard mit einer Konzentration von 100 pg/kg. Die absoluten Wiederfindungen wurden
mit einem Losungsmittelstandard bestimmt. Die Einwaage wurde wie bei der entwickelten
LLE-Methode auf 1 g beschrankt, da nur gewisse Mengen der zu untersuchenden Proben zur

Verfligung standen. Weiterhin wurde die Extraktionszeit auf 15 Minuten festgelegt, da Forster et
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al. (2008) keine Verbesserung der Wiederfindungsraten bei langerer Extraktionszeit beobachten
konnten. Auch das Volumen des Extraktionsmittels wurde an die vorhandenen Bedingungen
(Grofde der Aufschlussgefiafie (Kap.13.6.4)) angepasst. Nach Durchfiihrung der MWE wurden alle
Proben mittels SPE-Methode nach Kap. 13.6.3 aufgereinigt. Ohne diesen Reinigungsschritt war
eine Messung mittels UHPLC/QTRAP, aufgrund einer zu hohen Viskositat, nicht méglich. In Tab.
6.2 sind die untersuchten Versuchsparameter der MWE dargestellt. Zum effizienteren Arbeiten
wurden fiir die Methodenentwicklung Proben mit einer Inkubationszeit von 10 Minuten

verwendet.

Tab. 6.2: Versuchsparameter der MWE-Methodenadaption.

organische wassrige Verhaltnis Extraktionstemperatur
Phase Phase (organisch/wassrig) [°C]
ACN, MeOH, ACN/MeOH (1:1) Citratpuffer 1:4,1:1,4:1 80,90, 100, 115, 150

Citratpuffer: 1 M Na-Citrat-Puffer mit 0,05 M EDTA, pH 4,7

6.6.1 Einfluss der Extraktionstemperatur

Der Faktor Temperatur spielt bei der MWE im Hinblick auf eine vollstindige Extraktion eine
wichtige Rolle. Um diesen Faktor fiir diese Methode festlegen zu kénnen, wurden Temperaturen
im Bereich von 80 - 150 °C getestet. Forster et al. (2008) erzielten mit einer Temperatur von
150 °C die besten Ergebnisse und erklarten, dass die hohe Temperatur notwendig fiir eine
vollstdndige Extraktion von SDZ-Riickstdnden in gealtertem Boden sei. Dabei ist zu beachten,
dass Forster et al. (2008) nur SDZ und seine beiden Metabolite 4-OH-SDZ und N-Acetyl-SDZ
untersuchte und nicht zehn Sulfonamide mit jeweils unterschiedlich substituierten Resten und
physikalischen/chemischen Eigenschaften. So konnte festgestellt werden, dass bei einer
Extraktionstemperatur iiber 100°C vor allem bei SGU eine Abnahme der absoluten
Wiederfindung stattfindet. Zwischen 80 °C - 100 °C konnten keine deutlichen Unterschiede
festgestellt werden (vgl. Abb.6.7). Da bei einer erhohten Temperatur vermehrt
Matrixbestandteile gelost werden und die absoluten Wiederfindungen dadurch beeinflusst
werden konnen, wurde undotierter Boden bei den unterschiedlichen Temperaturen
aufgearbeitet und der Extrakt der SPE anschliefiend dotiert. Bei den so ermittelten ,Matrix-
Wiederfindungen“ war die Abnahme des Analytsignals bei steigender Temperatur weniger
ausgepragt. Ein Analytverlust bei hohen Temperaturen war aber moglich. Aufgrund der
vereinfachten Handhabung bei 100°C und keiner deutlichen Steigerung sondern einer
tendenziellen Abnahme der absoluten Wiederfindung bei 150°C, wurde die

Extraktionstemperatur auf 100 °C festgelegt.
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Abb. 6.7: Abhingigkeit der absoluten Wiederfindung aller untersuchten Sulfonamide von der
Extraktionstemperatur.

6.6.2 Einfluss des Losungsmittels und Losungsmittelverhiltnis

Sowohl Forster et al. (2008) als auch Raich-Montiu et al. (2010) verwendeten als
Extraktionsmittel ACN/Wasser oder ACN/Puffer im Verhdltnis von 1:4. Als wassrige Phase
wurde in dieser Arbeit ausschliefllich Citratpuffer verwendet, da die Effektivitat dieses Puffers
fiir Sulfonamide durch viele laborinterne Extraktionsmethoden bestétigt war. Mit Methanol
wurden gute Ergebnisse bei der entwickelten LLE erzielt. Aufgrund dessen wurde fiir die MWE
neben Acetonitril auch Methanol als Losungsmittel herangezogen sowie eine Mischung der

beiden.

In der Literatur wurde bei der MWE hauptsidchlich mit einem hoheren wassrigen Anteil
gearbeitet. Fir die Methodenentwicklung wurden aber zusdtzlich hoéhere organische
Losungsmittelanteile verwendet. Angenommen wurde, dass ein héherer organischer Anteil in
Verbindung mit einer hoheren Temperatur eine bessere Zersetzung der Matrix bedingt. So sollte
die Extraktion der Sulfonamide erleichtert werden. Gezeigt werden konnte, dass bei Erh6hung
des wassrigen Anteils die Wiederfindungen der Sulfonamide abnahmen. Dabei spielte es keine
Rolle, ob die Polaritat durch die Zugabe von Citratpuffer oder durch den Einsatz des wassrigen
Losungsmittels Methanol erhoht wurde. Mit der Verwendung von Methanol als
Extraktionsmittel, alleine oder in Kombination mit Acetonitril, wurden im Vergleich mit
Acetonitril immer geringere Wiederfindung erzielt. Eine Ausnahme bildete SGU, welches mit

einem hoheren wassrigen Anteil besser extrahiert wurde. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass
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SGU das polarste der hier untersuchten Sulfonamide darstellt. Im Vergleich zu den anderen
Sulfonamiden wurden fiir SGU deutlich niedrigere Wiederfindungen erreicht. Das beste Ergebnis
wurde bei einem Extraktionsgemisch organisch/wassrig im Verhaltnis 1:4 (v/v) erzielt (vgl
Abb. 6.8). Bei diesem Gemisch wurde aber fiir die anderen Sulfonamide jeweils die niedrigste
Wiederfindung ermittelt. Aus diesem Grund wurde die bessere Wiederfindung von SGU zu
Gunsten der restlichen Sulfonamide zurtick gestellt. Durch das Mitfilhren von internen
Standards (IST) und den Vergleich der IST-Peakflichen in den unterschiedlichen
Extraktionsvarianten konnte mit grofder Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die absoluten
Wiederfindungen durch unterschiedliche Matrixeffekte beeinflusst wurden. Daher wurde fiir die
MWE das Extraktionsmittelgemisch ACN/Citratpuffer im Verhdltnis 4:1 (v/v) festgelegt. Um
Matrixeffekte und Analytverluste bei der Quantifizierung zu beriicksichtigen, wurde fiir die
anschlieffende Methodenvalidierung mit dem Verhdltnis Peakfliche Analyt/ Peakflache IST

gearbeitet.
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Abb. 6.8: Abhingigkeit der absoluten Wiederfindung der Sulfonamide von dem Verhiltnis des
Losungsmittelgemisches (organisch/wissrig; 4:1, 1:1, 1:4, v/v).

6.6.3 Wiederfindung in gealterten Proben

Nach Optimierung der Methode wurden Proben aufgearbeitet, die 19 Tage mit einem
Mischstandard inkubiert wurden. Wie am Anfang im Kap. 6.6 beschrieben, wird in der Literatur
die MWE als effizienteste Methode fiir die Extraktion von Sulfonamiden aus Boden angesehen.
Dennoch wurde in mehreren Studien trotz MWE die Abnahme der Wiederfindungen iiber die
Zeit hinweg beschrieben. Eine derartige Abnahme konnte auch in diesem Fall beobachtet

werden, wobei ein Riickgang der Wiederfindung um ca. 50 % erfasst wurde (Abb. 6.9). Chen et
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al. (2009) konnten nach vier Wochen ebenfalls einen Riickgang der Wiederfindung um ca. 50 %
feststellen. Auch die mittels PLE ermittelten Wiederfindungen fiir Sulfonamide nahmen bei einer
Inkubationszeit von 17 Tagen um ca. 50 % ab (Stoob et al,, 2006). Diese schnelle Abnahme der
Wiederfindung ist vor allem auf die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstdnde zuriickzufiihren.
Der Anteil schwankt je nach verwendeter Extraktionsmethode. Dennoch zeigen die
verschiedenen Studien, dass schon nach wenigen Tagen die Bildung der nicht-extrahierbaren
Riickstdnde in hohem Mafie stattfindet, so dass die Analyten iiber Jahre im Boden verbleiben
konnen (Chen et al, 2009; Forster et al., 2009; Hamscher et al., 2005a; Kreuzig und Hoéltge, 2005;
Stoob et al, 2006). Der Hauptteil der Sulfonamide bindet dabei, meist kovalent iiber die
Aminogruppe, an organische Bodenbestandteile wie Chinone oder wird in Huminstoffe

eingelagert (Bialk und Pedersen, 2008; Bialk et al,, 2005; Gulkowska et al., 2014).
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Abb. 6.9: Vergleich der absoluten Wiederfindungen der Sulfonamide mit einer Inkubationszeit von 10
Minuten (schwarz) und 19 Tagen (grau). Die Fehlerbalken stellen die Spannweite dar.

Die Abnahme der Wiederfindung zeigt, dass mit zunehmender Kontaktzeit der Anteil an
gebundenen Sulfonamiden ansteigt, der nicht mehr fiir die Analytik zur Verfiigung steht. Die
Literatur und die hier beschriebenen Ergebnisse bestitigen, dass auch harsche Methoden diese

gebundenen Riickstdnde nur unvollstdndig aus der Bodenmatrix l6sen kdnnen.

6.7 Vergleich LLE mit der Ultraschallsondenextraktion

Die Starke einer Extraktion mittels Ultraschallsonde ist dhnlich der Fliissig-Fliissig-Extraktion,
tendenziell starker, aber deutlich geringer als die Stirke der Mikrowellenextraktion (Raich-
Montiu et al, 2010). Um zu testen, ob die Effizienz der neu entwickelten

Flissig-Fliissig-Extraktion dhnlich der einer Ultraschallextraktionsmethode ist, wurden diese
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beiden Verfahren direkt miteinander verglichen. Fiir die Extraktion mittels Ultraschallsonde
wurde ebenfalls die Kombination aus Citratpuffer und Methanol verwendet. Dabei erfolgte eine
Behandlung der Probe fiir zwei Mal 15 Sekunden. Im Vergleich zur Fliissig-Fllissig-Extraktion ist
dies eine deutlich schnellere Extraktion. Die Handhabung der Ultraschallsonde ist dennoch
aufwendiger und die Kontaminationsgefahr beziehungsweise Verschleppungsgefahr grofier, da
haufig nur eine Sonde zur Verfligung steht. Zudem waren die Wiederfindungen mittels
Fliissig-Fliissig-Extraktion im direkten Vergleich hoher (Abb. 6.10). Dies zeigte, dass die

entwickelte LLE gleichrangig mit aggressiveren Extraktionsmethoden fiir Sulfonamide ist.
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Abb. 6.10: Vergleich der absoluten Wiederfindungen der Sulfonamide der hier entwickelten LLE (schwarz)
mit einer Ultraschallsondenextraktion (grau). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.



II. SULFONAMIDE & TETRACYCLINE Methodenvalidierung 46

7 Methodenvalidierung

7.1 Flissig-Fliissig-Extraktion

Fiir die Validierung der Methoden wurden die Parameter Nachweis- und Bestimmungsgrenze
(NWG und BG), Linearitat, Inter- und Intraday-Prazision sowie Wiederfindung herangezogen.
Die Auswertung erfolgte iliber das Verhaltnis Peakfliche Analyt/Peakfldache interner Standard
(IST). Als IST wurden 13C¢ SDZ, 13C¢ SMZ und 13Cs SMX verwendet (vgl. Kap. 13.2). Fiir die
Methodenvalidierung wurde der Kontrollboden (vgl. Kap. 13.4.1) verwendet, der im Weiteren
als analytfreier Boden bezeichnet wird, da dieser weder mit Sulfonamiden noch mit
Tetracyclinen belastet ist. Die Messung des analytfreien Bodens lieferte keinen Peak, der zwei
spezifische Uberginge der zu untersuchenden Substanzen zeigte, so dass dieser als

Kontrollboden verwendet werden konnte.

Die entwickelte LLE wurde fiir gealterte Boden optimiert. Aus Voruntersuchungen von Cantaro
(2014) war bekannt, dass ein Grofteil der Sorptionsprozesse innerhalb der ersten 7 Tage nach
Dotierung stattfindet. Der Autor verzeichnete einen Riickgang der Wiederfindung zum Beispiel
bei SDZ von 82 % auf 33 % in 7 Tagen. Nach dieser Zeit nimmt die Wiederfindung nur noch
geringfiigig ab. Daher erfolgte die Validierung der LLE-Methode fiir Proben, die einmal 10
Minuten und einmal 7 Tage mit den Analyten dotiert und anschlieféend bei Raumtemperatur im
Dunklen inkubiert wurden. Zusatzlich erfolgte die Validierung an zwei Messsystemen

(UHPLC/QTRAP und UHPLC/QTOF).

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen spielen fiir die Vergleichbarkeit von analytischen
Methoden eine grofde Rolle. Um den Einfluss der Matrix auf die NWG und BG abschitzen zu
konnen, werden zwei Messsysteme und zwei Matrices verglichen. Die NWG und BG wurden
daher in den Losungsmittelstandards und in der Bodenmatrix anhand des
Signal-/Rausch-Verhaltnisses von zwei Masseniibergdngen bestimmt, um den Anforderungen
der Entscheidung 2002/657 EG hinsichtlich der Substanzidentifizierung zu geniigen. Dabei
wurde der schwichere Masseniibergang fiir die Festlegung von NWG und BG verwendet (vgl
Tab. 7.1). Eine Ausnahme bildet das IsoCTC, welches nur einen spezifischen Masseniibergang
lieferte. Die Proben mit einer Inkubationszeit von 7 Tagen unterscheiden sich mit héheren
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen deutlich von den nur 10 Minuten inkubierten Proben. Dies
ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass die Analyten ldnger mit der Bodenmatrix interagieren
konnten. Der analytisch nachweisbare Gehalt nimmt aufgrund von Sorption und der Bildung von
nicht-extrahierbaren Riickstinden ab (Forster et al, 2009; Gao und Pedersen, 2005; Thiele-
Bruhn et al.,, 2004). Des Weiteren besteht ein grofder Unterschied zwischen den Nachweis —und

Bestimmungsgrenzen von Sulfonamiden und Tetracyclinen. Hier spielt die schwaichere
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Ionisierbarkeit der Tetracycline eine grof3e Rolle (vgl. Kap. 6.2.2). Der Unterschied zwischen
QTRAP und QTOF ist unter anderem auf den verwendeten Eluenten Acetonitril zuriickzufiihren.
Bei einem Einsatz von Acetonitril (QTOF) kann eine geringere lonisierung erreicht werden als
bei Verwendung von Methanol (QTRAP), da Methanol im Gegensatz zu Acetonitril zu den
protischen Losungsmitteln gehort (Lanina et al, 2007). Entsprechende Untersuchungen wurden
mittels Post-column-Infusion, mittels QTRAP, untersucht (vgl. Kap. 8.2.1). Zusatzlich wurden die
Proben fiir die Messung mittels QTOFs verdiinnt, welches ebenfalls zu niedrigeren NWGs und
BGs fiihrt.

Tab. 7.1: Nachweis -und Bestimmungsgrenzen der einzelnen Analyten in den Lésungsmittelstandards und im
Boden nach 10 Minuten und 7 Tagen fiir die Analyse mittels QTRAP und QTOF.

QTRAP QTOF
NWG/BG Losungen 10 Minuten 7 Tage Losungen 10 Minuten 7 Tage
[ug/L] [ng/kg] [ng/kg] [ng/L] [ng/ke] [ng/kg]

Substanz NWG BG NWG BG NWG BG | NWG BG NWG BG NWG BG
Sulfonamide

SCY 01 025(03 05| 1 3| 2 5 10 25| 90 300
SDM <01 01 |01 031]<0,5 1] 2 5 8 20| 25 60
SDZ 025 05 |05 1 0,5 31025 05 03 1 5 25
SGU 05 2 1 3 3 8| 01 025 1 3 8 20
SMPD 01 025](0,2 05| 1 31 025 05 3 10| 35 100
SMR 01 025(02 05| 1 3]1<01 01 05 1 5 15
SMX 01 025](0,2 05| 05 3|1 2 5 15| 15 50
SMZ 01 025(03 05| 1 3]1<01 01 05 1 3 10
SPY 01 05 |03 1 1 3|01 025 05 1 3 10
STZ 025 05 |03 05| 1 3|01 025 1 3 5 15
Tetracycline

CTC 5 10 |25 70 | 30 100 | 25 30 30 80| 50 90
Doxy 5 10 |8 20 | 25 60 | 55 60 25 60| 70 150
[soCTC 1 2 1 3 3 10 | 5 10 3 8| 10 35
OTC 10 15 |3 8 10 30 | 5 10 15 30| 60 90
TC 1 2 3 5 5 15 | 5 15 8 15| 35 60

NWG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze, <: NWG niedriger als geringste untersuchte

Konzentration, fiir weitere Abkiirzungen siehe Abb. 5.3

Neben der Ermittlung von Nachweis -und Bestimmungsgrenzen erfolgte fiir jeden Analyt eine

In-Matrix Kalibrierung sowie eine Losungsmittelkalibrierung fiir beide Messsysteme. Die obere
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Linearititsgrenze und das Bestimmtheitsmafd der Regressionsgeraden wurden berechnet (vgl.
Tab. 7.2 und Tab. 7.3). Als untere Linearitdtsgrenze wurde die Bestimmungsgrenze festgesetzt.
Verifiziert wurde die Linearitdt mit dem Test nach Mandel (DIN 38402-51, 2017-05).

Tab.7.2: Obere Linearititsgrenzen der einzelnen Analyten der Loésungsmittelkalibrierung sowie der
In-Matrix-Kalibrierung nach 10 Minuten und 7 Tagen fiir die Analyse mittels QTRAP und QTOF.

QTRAP QTOF
Linearitat Losungen 10 Minuten 7 Tage Losungen 10 Minuten 7 Tage
[he/L] [he/ke] [ng/ke] [he/L] [he/ke] [he/ke]
Substanz Obere Linearitatsgrenze Obere Linearititsgrenze
Sulfonamide
SCY 5000 1000 900 2000 800 1000
SDM 100 1000 1000 750 1000 1000
SDZ 4000 1000 900 5000 300 1000
SGU 4000 1000 1000 4000 900 1000
SMPD 3000 1000 900 5000 1000 900
SMR 4000 1000 900 2000 300 900
SMX 4000 1000 800 3000 1000 1000
SMZ 5000 1000 900 1000 300 900
SPY 750 1000 900 2000 200 900
STZ 750 1000 1000 2000 300 1000
Tetracycline
CTC 750 1000 1000 1000 1000 1000
Doxy 1000 1000 1000 2000 1000 1000
IsoCTC 2000 1000 1000 1000 1000 1000
OTC 1000 1000 1000 750 1000 1000
TC 1000 1000 1000 750 1000 1000

Obere Linearitatsgrenze: wurde bis 1000 pg/kg untersucht, fiir Abkiirzungen siehe Abb. 5.3
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Tab. 7.3: Bestimmtheitsmafle der einzelnen Analyten der Loésungsmittelkalibrierung sowie der
In-Matrix-Kalibrierung nach 10 Minuten und 7 Tagen fiir die Analyse mittels QTRAP und QTOF.

QTRAP QTOF

Linearitdt Losungen 10 Minuten 7 Tage Losungen 10 Minuten 7 Tage

[ug/L] [ng/ke] [ng/ke] [ng/L] [ng/ke] [ng/ke]
Substanz Bestimmtheitsmaf3 R? Bestimmtheitsmaf3 R?
Sulfonamide
SCY 0,999 0,999 0,975 0,999 0,998 0,925
SDM 0,999 0,999 0,988 0,999 0,994 0,976
SDZ 0,999 0,999 0,981 0,999 0,997 0,965
SGU 0,999 0,992 0,980 0,999 0,993 0,984
SMPD 0,999 0,999 0,978 0,999 0,999 0,960
SMR 0,999 0,999 0,981 0,999 0,999 0,987
SMX 0,999 0,999 0,997 0,999 0,999 0,991
SMZ 0,999 0,999 0,992 0,999 0,999 0,991
SPY 0,999 0,999 0,991 0,999 0,999 0,993
STZ 0,999 0,999 0,993 0,999 0,998 0,985
Tetracycline
CTC 0,999 0,992 0,938 0,999 0,994 0,955
Doxy 0,999 0,985 0,982 0,999 0,992 0,971
IsoCTC 0,999 0,993 0,962 0,999 0,997 0,994
OTC 0,999 0,991 0,941 0,999 0,999 0,979
TC 0,999 0,995 0,956 0,999 0,998 0,992

fiir Abkiirzungen siehe Abb. 5.3

Die Bestimmung der Prazision wurde ebenfalls vorgenommen (vgl. Tab. 7.4). Dabei wurde die
Prazision der Messmethode (n=3, 250pug/L und 2000 pg/L) bestimmt, sowie die
Methodenprazision aufgeteilt in Intra- und Interday-Prazision (n=6, 100 pg/kg und 500 ug/kg).
Sowohl die Intraday- als auch die Interday-Prazision sind fiir beide Antibiotikaklassen auch in
den Proben nach 7 Tagen gut. Vor allem die Prazisionen fiir die Messung mit dem QTRAP liegen
alle unter 15 %. Nach Anforderungen der Food and Drug Administration (FDA) sollen die
Intra- und Interday-Prazision fiir die Validierung von Analysemethoden von biologischen
Proben unter 15 % liegen (FDA, 2001). Etwas hoher liegen die Prazisionen fiir die Messungen
mit dem QTOF. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass das QTOF nicht mit einzeln
festgelegten Kollisionsenergien arbeitet, sondern mit einem Kollisionsenergiebereich fiir alle
Analyten. Dazu werden eine Kollisionsenergie und ein dazugehoriger Bereich festgelegt. Je nach

verwendeten Parametern werden mehrere Massenspektren bei unterschiedlichen
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Kollisionsenergien aufgenommen. So werden bei den Messungen letztlich unterschiedliche
Kollisionsenergien fiir ein und denselben Analyt verwendet und die jeweiligen Massenspektren
iiber die Software kombiniert. Dies hat Auswirkungen auf die Prazisionen, so dass diese
tendenziell schlechter sind, als bei Messungen mittels QTRAP. Die Festlegung eines
Kollisionsenergiebereiches fiir die Messungen mittels QTOF ist dennoch notwendig. Dies ist vor
allem relevant fiir die Messung der Tetracycline, da diese sehr unterschiedlich grofde Fragmente
(z. Bsp. 444 m/z und 154 m/z) liefern. Dagegen treten bei Sulfonamiden mit 108 m/z und
156 m/z ahnlich grofde Fragmente auf, so dass hier eine Kollisionsenergie ausreichen wiirde.
Neben den schlechteren Prizisionen sind auch die NWG und BG mittels QTOF hoher. Ebenfalls
wurde ein niedrigerer Linearititsbereich bestimmt. Aufgrund dessen wurde fiir die
Quantifizierung der zu untersuchenden Proben die QTRAP mit MRM verwendet. Bei nicht
eindeutiger Substanzidentifizierung sollte das QTOF aufgrund der Hochauflosung herangezogen

werden.
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Tab. 7.4: Prazision der Losungsmittelstandards sowie Intra- und Interday-Prizision der einzelnen Analyten
nach 10 Minuten und 7 Tagen fiir die Analyse mittels QTRAP und QTOF.

QTRAP QTOF
Prézision Losungen 10 Minuten 7 Tage Losungen 10 Minuten 7 Tage
[ %] [ %] [ %] [ %] [ %] [ %]

Substanz Préazision IAD IRD IAD [IRD | Préazision IAD IRD IAD IRD
Sulfonamide

SCY 1,1 09 09 1,5 14 2,7 180 172|191 178
SDM 1,8 1,2 11 16 14 4,3 11,6 11,3 | 10,3 11,6
SDZ 1,0 08 08 1,2 1,3 3,6 4,9 47| 42 43
SGU 1,3 21 2,0 26 24 3,5 7,3 69| 42 46
SMPD 1,3 08 09 1,0 1,0 39 7,2 81| 11,1 11,5
SMR 1,1 08 09 1,8 1,6 4,2 4,7 52| 7,7 72
SMX 0,8 05 06 09 08 5,7 10,8 11,5| 154 15,3
SMZ 0,6 08 08 1,2 11 3,6 55 56| 54 50
SPY 0,8 08 09 16 14 4,3 6,1 60| 54 57
STZ 1,2 1,0 1,0 1,8 1,9 3,0 58 50| 68 67
Tetracycline

CTC 4,0 57 53 85 93 11,5 8,0 7,5 14,6 141
Doxy 4,6 70 67 | 105 94 14,8 7,8 77| 7,6 69
IsoCTC 4,5 26 2,5 24 25 58 8,0 73| 7,6 77
OTC 2,2 25 23 38 33 4,3 97 100 75 7.8
TC 2,0 25 23 34 32 4,5 9,9 93| 72 82

IAD: Intraday-Prazision, IRD: Interday-Prazision, fiir weitere Abkiirzungen siehe Abb. 5.3

Anhand der Wiederfindungsfunktionen wurde die absolute Wiederfindung der einzelnen
Analyten, bezogen auf die Losungsmittelkalibrierung, bestimmt (vgl. Tab. 7.5). Der Vergleich der
Wiederfindungen nach 10 Minuten und 7 Tage zeigt, dass die Wiederfindungen mit steigender
Zeit sinken. Dies korreliert gut mit den Ergebnissen fiir die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
(vgl. Tab. 7.1). Auch hier ist der Riickgang der Wiederfindung auf die Interaktion der Analyten
mit der Matrix Boden zuriickzufithren. Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Hamscher et al
(2005a). Anhand der Wiederfindungsfunktion konnte festgestellt werden, dass ein
proportional-systematischer Fehler vorlag, jedoch kein konstant-systematischer Fehler. Ein
konstant-systematischer Fehler ist unabhdngig von der Konzentration der Analyten. Ein
proportional-systematischer Fehler dagegen ist abhingig von der Konzentration der Analyten.
Dies fiihrt zu einer Anderung der Steigung der Matrixkalibriergeraden. Zum Ausgleich des

proportional-systematischen Fehlers wurde bei der Quantifizierung die Wiederfindung
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miteinberechnet (Kromidas, 2011). Dafiir wurden gealterte Proben generiert, in denen nicht nur
die Analyten selbst fiir eine gewisse Zeit mit dem Boden inkubiert wurden (14 Tage), sondern
auch der interne Standard (7 Tage). Der interne Standard konnte so ebenfalls mit der Matrix
interagieren. Das Verhalten der Analyten in den gealterten Proben wurde hierdurch bei der
Quantifizierung berticksichtigt, so dass die Darstellung von realistischen Gehalten in gealterten
Boden sichergestellt wurde. In der Literatur werden die Konsequenzen die sich fiir die
Quantifizierung ergeben, oft vernachldssigt. Dabei werden Sorption und Matrixinteraktion oft
mit einem Abbau gleichgesetzt. Die auf derartigen Studien basierenden Halbwertszeiten fiir die

Eliminierung von Sulfonamiden sind daher als viel zu niedrig einzustufen (Forster et al., 2009).

Unterschiede zwischen den Wiederfindungen der QTRAP- und QTOF-Methode sind vor allem bei
den Tetracyclinen zu finden. Mittels QTOF konnten hauptsachlich bei den Tetracyclinen
Wiederfindungen weit tiber 100 % ermittelt werden. Ein Grund dafiir kénnten die nicht
geeigneten internen Standards sein (vgl. Kap. 7.2) Die Wiederfindungen der Sulfonamide sind
dhnlich, bis auf die Wiederfindung von SDM. Die Unterschiede zwischen den beiden Geraten
kénnen, wie bei der Prazision, auch auf die nicht festgelegten Kollisionsenergien zuriickzufiihren
sein. Ein weiterer Grund konnten die Matrixeffekte und die unterschiedlichen Eluenten sein (vgl.
Kap. 8) Somit konnte nochmals bestatigt werden, dass die Quantifizierung mittels QTRAP eine
geeignetere Methode zur Quantifizierung von Sulfonamiden und Tetracyclinen im Boden

darstellt.
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Tab. 7.5: Absolute Wiederfindung der einzelnen Analyten nach 10 Minuten, 7 Tagen sowie 14 Tagen (IST 7
Tage) fiir die Analyse mittels QTRAP und QTOF.

QTRAP QTOF
Wiederfindung | 10 Minuten 7 Tage 14 Tage 10 Minuten 7 Tage 14 Tage
[ %] (IST 7 Tage) (IST 7 Tage)
Sulfonamide
SCY 46 30 27 52 16 24
SDM 43 21 43 90 56 102
SDZ 68 16 61 53 33 65
SGU 56 20 57 36 13 23
SMPD 56 9 34 64 21 37
SMR 77 14 56 70 23 48
SMX 72 32 66 66 36 59
SMZ 72 19 48 85 30 61
SPY 67 15 47 85 30 63
STZ 57 16 37 40 12 27
Tetracycline
CTC 19 13 16 163 106 97
Doxy 23 20 35 267 195 109
IsoCTC 221 88 200 238 151 193
OTC 97 57 126 29 24 51
TC 67 42 89 228 164 128

fiir Abkiirzungen siehe Abb. 5.3

Die Stabilitit der Loésungsmittelstandards wurde bereits durch Spielmeyer et al (2014)
untersucht. Die Stabilitdt der Bodenproben wurde nach 1, 2, 7 und 31 Tagen untersucht. Dabei
wurde eine Stabilitat der Proben bis Tag 2, mit einem maximalen Riickgang von 16 % bei Doxy,
festgestellt. Nach 7 Tagen konnte bereits ein Riickgang der Analyten bis zu 46 % festgestellt

werden, so dass eine Analyse der Probenextrakte innerhalb von 48 Stunden erfolgen musste.
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7.2 Vergleich von Sand-, Ton- und Lé6f3boden

Die Methodenentwicklung erfolgte mit einem analytfreien Tonboden. Sulfonamide und
Tetracycline weisen im Tonboden héhere Sorptionskoeffizienten auf als im Sandboden (Bailey et
al., 2016), so dass anhand eines Tonbodens der ,Worst-case-Fall“ simuliert wurde. Methoden fiir
die Extraktion von Bdden werden, abhdngig von der Fragestellung, haufig auf eine Bodenart
beschrankt (Hamscher et al, 2002). Die Extraktionseffizienz kann jedoch durch verschiedene
Bodenzusammensetzungen variieren. Sie kann aber auch bei dhnlich zusammengesetzten Boden
unterschiedlich sein, da jeder Boden andere Eigenschaften aufgrund von pH-Wert oder der
Zusammensetzung des organischen Materials aufweisen kann. Der Kontrollboden ist demnach
immer etwas anders zusammengesetzt als die zu untersuchenden Proben. Die entwickelte
Methode sollte daher universell fiir Boden einsetzbar sein. Dazu wurden in Dreifachbestimmung
ein Sandboden (Sand: 72,9 %, Schluff: 19,1 %, Ton: 8 %), ein Léfsboden (Sand 3,3 %, Schluff:
76,4 %, Ton: 20,3 %) und Tonboden (Sand: 3,1 %, Schluff: 32,5 %, Ton: 64,4 %) aufgearbeitet.
Dafiir wurden die Boden fiir fiinf Tage mit 300 pg/kg mit Analyten und fiir zwei Tage mit IST
dotiert um den Analyten, sowie dem IST Zeit zur Interaktion mit der Bodenmatrix zu geben.
Anschlief}end wurden die Wiederfindungen bestimmt und anhand der Variationskoeffizienten
Vi verglichen (vgl. Tab. 7.6). Fiir die Tetracycline wurde zusatzlich Vi* und Vi** berechnet. Dabei
wurden die Wiederfindungen der Tetracycline nicht anhand von 13C¢ SMX, sondern iiber OTC
bzw. Doxy als internen Standard berechnet. Dabei stellt OTC das erste und Doxy das letzte

Tetracyclin der Elutionsreihenfolge dar.

Tab. 7.6: Vkvon Sulfonamiden und Tetracyclinen von Ton-, Sand- und Léf3boden.

Sulfonamide
[ %] SCY SDM SDZ SGU SMPD SMR SMX SMZ SPY STZ
Vk 9 7 6 26 9 1 5 7 9 7
Tetracycline
[%] CTC Doxy IsoCTC OTC TC
Vk 17 13 75 68 40
Vi* 50 45 24 - 27
Vi* 13 - 65 59 29

Vi*: OTC als Standard, Vi**: Doxy als Standard, fiir weitere Abkiirzungen siehe Abb. 5.3

Die Variationskoeffizienten der Sulfonamide liegen unter 10 %, mit Ausnahme von SGU.
Grundsatzlich sind die Variationskoeffizienten der Sulfonamide fiir die drei untersuchten
Bodenarten sehr gering. Dies verdeutlicht die gute Reproduzierbarkeit der entwickelten

Methode, da fiir den ,Worst-case-Fall“, den Tonboden, dhnliche Ergebnisse wie fiir Sandboden
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bestimmt werden konnten. Die entwickelte Methode ist demnach universell fiir die Extraktion
von Sulfonamiden aus Bdden einsetzbar und nicht auf eine Bodenart beschrankt. Bei SGU liegt
der Variationskoeffizient bei 26 %. SGU nimmt aufgrund seiner hohen Polaritit generell eine
Sonderstellung unter den Sulfonamiden ein. Dies wurde nicht nur bei der Methodenentwicklung
(Kapitel 6) und Methodenvalidierung (Kapitel 7), sondern auch bei der Evaluierung der
Matrixeffekte (Kapitel 8), deutlich. Eine Abweichung von 26 % wird aber im Hinblick auf die
Komplexitat der Matrix als akzeptabel fiir SGU erachtet, auch wenn nach Entscheidung
2002/657 EG in dem untersuchten Konzentrationsbereich Variationskoeffizienten von 15 %

gefordert sind.

Fiir die Tetracycline ergibt sich ein anderes Bild. Die Variationskoeffizienten verdeutlichen hier
die Komplexitit der Tetracylin-Analytik. Die Abweichungen fiir [soCTC, OTC und TC fiir die drei
Bodenarten reichen von 40% bis 75%. Dies ist vor allem auf die nicht verfiigbaren
isotopenmarkierten Standards zuriickzufiihren, so dass ein isotopenmarkiertes Sulfonamid zur
Bestimmung verwendet werden muss. Bezieht man die Ergebnisse auf OTC (Vi*) als internen
Standard, reduzieren sich die Variationskoeffizienten fiir IsoCTC (Retentionszeit von 8,0 min)
und TC (Retentionszeit von 8,1 min) drastisch. Das ist auf einen dhnlichen Elutionszeitpunkt
zurlickzufiihren. Gleichzeitig verschlechtern sich die Variationskoeffizienten von CTC und Doxy,
welche bei einem deutlich héheren Organikanteil (Retentionszeit von 8,9 min und 9,6 min)
eluieren. Werden die Wiederfindungen auf Doxy (Vi**) bezogen, steigen die
Variationskoeffizienten von IsoCTC und OTC und reduzieren sich bei CTC. Einzig fiir TC konnten
dhnliche Variationskoeffizienten fiir beide Berechnungsmethoden bestimmt werden. Dies liegt
nahe, da TC in der Tetracyclin-Elutionsreihenfolge in der Mitte steht. Das Verhalten der
Tetracycline untereinander ist demnach sehr unterschiedlich. Ein komplett gegensitzliches
Extraktionsverhalten sowie ein grundverschiedenes Verhalten bei der anschlief}enden Analytik
zeigen Tetracycline und Sulfonamide. Dieses Verhalten zueinander erklart die grofieren
Variationskoeffizienten der Tetracycline. Isotopenmarkierte Standards sind demnach
notwendig, da nur diese ein nahezu identisches Verhalten wie die Analyten selbst aufweisen. Als
Alternative besteht die Moglichkeit ein weiteres Tetracyclin, welches nicht als Analyt dient, als
internen Standard zu verwenden. Eine optimale Losung fiir die Analytik der Tetracycline gibt es
deshalb zurzeit nicht. Ein gewisser Fehler aufgrund der nicht allgemein verfligbaren
isotopenmarkierten Standards besteht daher immer. Dies wird auch bei Betrachtung der
Methodenprazision (Kapitel 7.1) der Tetracycline nochmals verdeutlicht, da diese ebenfalls
schlechter ist als die der Sulfonamide. Die grofie Schwankungsbreite der Tetracyclin-
Variationskoeffizienten ist demnach nicht nur auf die verschiedenen Bodenarten
zurlickzufiihren. Denn anhand der Variationskoeffizienten der Sulfonamide konnte gezeigt

werden, dass mit der entwickelten Methode der Einfluss der Bodenarten gering bzw.
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vernachlissigbar ist. Die Bestimmung der Tetracycline unterliegt generell grofieren
Schwankungen.

Bei der Analyse von Realproben haben mehrere Faktoren einen Einfluss auf das
Analysenergebnis bzw. dessen Fehler. Einen zentralen Faktor stellt die Probennahme auf dem
Feld (Feldprobe), deren Reduzierung fiir den Transport (Laborprobe) und die Aliquotennahme
im Labor fiir die Probenvorbereitung dar. Im Vergleich zu der Gesamtmenge Boden eines Feldes,
wird somit nur ein winziger Bruchteil aufgearbeitet und daran der Gehalt fiir ein komplettes
Feld bestimmt. Dabei spielt bei jedem Schritt die starke Inhomogenitdt von Boden eine grofde
Rolle. Fehler, die bei der Probennahme gemacht wurden, konnen im Rahmen der
Probenvorbereitung und Messung nicht korrigiert werden. Der Einfluss der Komplexizitiat der
Boden-Probennahme und der Aliquotierung auf das Analysenergebnis konnen méglicherweise
als grofier erachtet werden als Fehler bzw. Variationen, die auf unterschiedliche Bodenarten
oder das Messverfahren zurlickgehen. Vor diesem Hintergrund wurden die grofieren
Variationskoeffizienten der Tetracycline, die v.a. unterschiedliche Wiederfindungen fiir Ton-,

Sand- und L6f8boden widerspiegeln, als tolerierbar angesehen.

7.3 Mikrowellenextraktion

Fiir die Analyse von Sulfonamiden wurde zusdtzlich eine Methode mittels
Mikrowellenextraktion (MWE) adaptiert und validiert. Die Extraktion in der Mikrowelle
ermoglicht den Einsatz von hirteren Bedingungen wie erhohte Temperatur und Druck.
Aufgrund der Erkenntnisse aus Kapitel 7.1 wurden die Parameter fiir Proben mit einer
Inkubationszeit von 7 Tagen ermittelt. Als Ausnahme ist hier die Prazision zu nennen, die fir
Proben mit einer Inkubationszeit von 10 Minuten ermittelt wurde, da fir diese nur
vernachldssigbare Unterschiede zwischen Proben mit einer Inkubationszeit von 10 Minuten und
7 Tagen festgestellt wurden (vgl. Tab. 7.4). In Tab. 7.7 sind die Parameter Prazision, obere
Linearitiatsgrenze sowie Nachweis- und Bestimmungsgrenze fiir die MWE aufgelistet. Die
ermittelten Bestimmtheitsmafle der Regressionsgeraden betrugen >0,99. Die untere
Linearitdtsgrenze stellt die Bestimmungsgrenze dar. Die Wiederfindung wurde fiir Proben mit
einer Inkubationszeit von 7 Tagen sowie fiir 14 Tage (IST: 7 Tage) bestimmt. Aufgefiihrt sind in
der folgender Tabelle nur die Wiederfindungen nach 14 Tage, da diese fiir die Quantifizierung

verwendet wurden.

Mit der MWE konnten die Wiederfindungen der Sulfonamide im Vergleich zur LLE verbessert
werden. Dies ist vor allem auf die hohere Temperatur und den erhéhten Druck, der in den
Mikrowellenbechern aufgebaut wird, zuriickzufiihren. Mittels MWE erfolgt ein stirkerer
Aufschluss der Matrix, so dass ein erhohter Anteil der sorbierten Sulfonamide wieder analytisch
zur Verfiigung steht. Insgesamt spiegeln sich die verbesserten Wiederfindungen auch in den

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wider. Diese sind im Vergleich zu der LLE niedriger. Eine
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Ausnahme stellt hier die BG von SGU dar, die geringfiigig hoher liegt als die BG der LLE (vgl
Tab. 7.1 und Tab. 7.7). Zudem sinkt die Wiederfindung von SGU von 57 % bei der LLE auf 20 %
bei der MWE. Einerseits konnte dieser Riickgang von SGU auf eine geringere Stabilitat bei
erhohter Extraktionstemperatur hinweisen. Dazu gibt es jedoch keine ndheren Studien.
Andererseits stellt SGU in diesem Fall das polarste Sulfonamid dar. Eine verringerte Extraktion,
aufgrund der hauptsachlich organischen Extraktion, konnte hier ebenfalls eine Rolle spielen. Die
gute Extraktionseffizienz der MWE konnten auch Forster et al. (2008) und Raich-Montiu et al.
(2010) fiir gealterte SDZ-Riickstdande in Boden zeigen.

Tab. 7.7: Zusammenfassung der Parameter fiir die Methodenvalidierung der MWE fiir Sulfonamide.

IAD IRD oL NWG BG WDF

[ %] [ %] [ng/kgl [ng/kgl [ng/kgl [ %]
Scy 2,7 5,0 800 0,5 0,9 46
SDM 3,3 7,0 1000 0,1 0,5 33
SDZ 2,4 5,0 800 0,5 1 82
SGU 13,4 16,0 1000 1 10 20
SMPD 2,5 5,3 1000 0,5 0,9 45
SMR 3,2 6,5 1000 0,5 1 54
SMX 1,6 5,1 1000 0,5 0,9 70
SMZ 2,1 5,7 1000 0,5 1 66
SPY 2,5 6,1 1000 0,5 1 65
STZ 2,4 6,0 1000 0,5 1 55

IAD: Intraday-Prazision, IRD: Interday-Prézision, NWG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze, OL:
obere Linearitatsgrenze, R?: Determinationskoeffizient, WDF: Wiederfindung (14 Tage, IST: 7 Tage), fiir
weitere Abkiirzungen siehe Abb. 5.3
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8 Evaluierung der Matrixeffekte

Eine Beeintrachtigung des Messsignals durch coeluierende Matrixkomponenten wird als
Matrixeffekt = bezeichnet. = Dabei resultieren  Matrixeffekte  prinzipiell in  einer
Signalunterdriickung sowie -verstarkung. Ausgeldst werden diese Effekte durch in der Probe
vorhandene Matrixkomponenten oder durch Substanzen, die wihrend der Aufarbeitung und
Messung in die Probe gelangen kénnen (Gosetti et al, 2010). Zu letzteren zdhlen insbesondere
Stoffe wie Polymerriickstinde und Weichmacher aus HPLC-Sdulen oder SPE-Kartuschen (Mei et
al, 2003). Matrixeffekte konnen quantitativ und qualitativ mittels Post-column-Infusion

bestimmt werden (Annesley, 2003; Matuszewski et al., 2003).

8.1 Quantitative Matrixeffekte

Matrixeffekte sind das Resultat vieler einzelner Einfliisse. Diese umfassen die unterschiedlichen
Analyteigenschaften, die eingesetzten Chemikalien fiir die Aufarbeitung und die Messung sowie
Matrixkomponenten, aber auch Reinigungsschritte und die chromatographischen Bedingungen
sind von Relevanz. Dabei konnen die einzelnen Einfliisse auch synergistische Wirkung entfalten
(Gosetti et al, 2010). Zusammenfassend darstellen kann man alle einzelnen Einfliisse als
quantitativen Matrixeffekt (ME). Dieser wird bestimmt durch das Peakflachen-Verhaltnis der
einzelnen Analyten in einer aufgearbeiteten und anschliefend dotierten Leermatrix und einem
entsprechend konzentrierten Losungsmittelstandard. Matrixeffekte > 5 % deuten dabei auf eine
Signalverstarkung hin und Matrixeffekte < 5% auf eine Signalunterdriickung. Aufgrund der
Messvariation werden Effekte unter 5% nicht als signifikant angesehen (Hamscher et al,
2005b). Bei Bestimmung der ME sollte darauf geachtet werden, dass realitidtsnahe
Konzentrationen untersucht werden, da das Verhdltnis Matrix/Analytkonzentrationen

Auswirkungen auf die ME haben kann (Annesley, 2003; Gosetti et al., 2010).

Die quantitativen ME wurden fiir die Analyten mittels QTRAP- und QTOF-Messung bestimmt
(vgl. Abb. 8.1). Dabei konnte sowohl ein unterschiedliches Verhalten der Antibiotikaklassen als
auch unterschiedliche GréfRenordnungen der ME identifiziert werden.

Im Vergleich zwischen QTRAP und QTOF zeigt sich, dass mittels QTOF nur Matrixeffekte mit
Signalverstarkung vorliegen (Abb. 8.1 C, D). Die Ergebnisse mittels QTRAP zeigen, mit Ausnahme
von SGU, fiir die Sulfonamide fast durchgingig eine Signalunterdriickung im Gegensatz zur
QTOF-Messung (Abb.8.1. A, (). Doxy unterlag bei der QTRAP-Messung einer
Signalunterdriickung (30 %), bei der Messung mittels QTOF einer Signalverstarkung (100 %)
(Abb.8.1. B, D) Neben diesen gravierenden qualitativen Unterschieden sind auch in

quantitativer Hinsicht grof3e Differenzen der ME zu erkennen. Bei der QTRAP-Messung wurde
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eine Signalverstarkung der Tetracycline im Bereich von 5 bis 30 %, bei der QTOF-Messung im

Bereich von 100 bis 250 % gemessen (Abb. 8.1. B,D).
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Abb. 8.1: Quanitative Matrixeffekte fiir Sulfonamide (A,C) und Tetracycline (B,D) mittels QTRAP (oben) und
QTOF (unten).

Bekannt ist, dass die Gréf3enordnung der ME abhangig von der Probenaufarbeitung ist und auch
von Probe zu Probe variieren kann (Bonfiglio et al, 1999; Le Bizec et al, 2009). Die
unterschiedlichen Arten der ME fiir ein und denselben Analyten in gleicher Matrix, aber
unterschiedlichen Extraktions- und Messbedingungen, sind ebenfalls bekannt (Gianotti et al,
2008; Gosetti et al, 2007; Gosetti et al., 2010). Fiir die hier untersuchten Analyten spielte auch
das Messsystem offensichtlich eine entscheidende Rolle. Die Probenaufarbeitung war fiir beide
Methoden identisch. Der einzige Unterschied war die Verdiinnung der Probenextrakte um den
Faktor 5 fiir die Messung mittels QTOF. Diese wird in der Literatur haufig als positiv fiir die
Verringerung von Matrixeffekten beschrieben (Cizmi¢ et al., 2017; Garcia-Galan et al., 2013). Die
Verdliinnung der Matrix kann eine Reduzierung der Konkurrenz zwischen Analyt und
Matrixkomponenten zur Folge haben (Kebarle und Tang, 1993; Le Bizec et al, 2009). Dies wurde
jedoch in dieser Arbeit nicht bestatigt (Abb. 8.1).
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In der Literatur sind unterschiedlich starke Matrixeffekte fiir ESI und APCI (atmospheric
pressure chemical ionization) beschrieben (Matuszewski, 2006; Mei et al., 2003). Die Messungen
erfolgten hier jedoch bei beiden Methoden mittels ESI. Der Aufbau der zwei ESI-Quellen
unterscheidet sich nur durch einen zweiten vorhandenen Heizer im Fall der QTRAP-ESI. Die
Anwesenheit von nicht-fliichtigen Komponenten in der Probe wird als Verursacher von
Signalsuppressionen diskutiert (King et al, 2000). Eine grofRere Hitzeeinwirkung durch zwei
Heizer konnte zu einer verbesserten lonisierung der nichtfliichtigen Matrix gefiihrt haben.

Die Verwendung der unterschiedlichen Eluentensysteme (Kap. 13.5.1 und Kap. 13.5.2) als
Einflussfaktor darf ebenfalls nicht vernachlassigt werden. Studien zeigten, dass verschiedene
Zusatze wie Salze, organische Sduren oder Puffer Auswirkungen auf die ME haben (Benijts et al.,
2004; Mallet et al., 2004). Einen unterschiedlichen Einfluss auf die lonisation konnten auch die
verwendeten Losungsmittel ACN und MeOH haben. Dazu wurden ndhere Untersuchungen
durchgefiihrt (Kap. 8.2.1).

Fiir die Messungen wurde der gleiche Saulentyp, nicht aber die gleiche Sdule verwendet. Auch
dies konnte einen Einfluss auf die ME haben. Je nach Verwendungsdauer und Art der
gemessenen Proben, kann sich das Sdulenmaterial verdndern. Die Problematik ist vor allem bei
Tetracyclinen bekannt. Diese bilden mit Metallionen Chelatkomplexe aus (Oka et al., 2000). Auch
eine irreversible Bindung von Tetracyclinen an freie Silanolgruppen ist moglich (Seifrtova et al.,

2009).

Interessant ist vor allem das Verhalten von SGU im Vergleich zu den anderen Sulfonamiden. SGU
stellt das einzige Sulfonamid dar, welches eine Signalverstirkung mittels QTRAP aufweist
(Abb. 8.1 A). Prinzipiell sind unterschiedliche ME fiir strukturell-dhnliche Substanzen, auch bei
gleicher Probenaufarbeitung und Messung, bekannt (Gosetti et al, 2007). SGU ist das polarste
der hier untersuchten Sulfonamide und weist als einzige Verbindung keinen aromatischen Rest
auf. Bei den Messungen mittels QTOF tritt bei allen Sulfonamiden Signalverstirkung auf
(Abb. 8.1 C). Daher ist es unwahrscheinlich, dass der fehlende aromatische Rest fiir den
Unterschied im Fall der QTRAP-Messungen verantwortlich ist. SGU eluiert bei beiden
Analysensystemen nahe der Totzeit der Siule, so dass ein hoher Anteil polarer
Matrixbestandteile coeluiert, die zu einer Verstirkung des Messsignals filhren konnen. Die
Matrixeffekte sollten bei beiden Systemen dhnlich sein. Bei der QTOF-Messung wurde eine
Signalverstarkung von 20 % gemessen. Die QTRAP-Messung zeigte eine Signalverstarkung von
100 % (Abb.8.1 A, C). Dies ergibt einen Faktor von fiinf, der mit der Verdiinnung der
QTOF-Extrakte um 1:5 Kkorreliert. Bei allen anderen Verbindungen spielt die

Eluentenzusammensetzung eine kleinere Rolle.
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Bei den Tetracyclinen zeigt einzig Doxy bei der Messung mittels QTRAP eine
Signalunterdriickung (Abb. 8.1 B). Doxy wird von allen Analyten am stidrksten retadiert und
eluiert somit mit dem hochsten Organikanteil im Eluenten. Allgemein wird davon ausgegangen,
dass polare Analyten anfalliger fiir eine Signalunterdriickung sind und organische Losungsmittel
die Signale in der ESI erh6hen (Bonfiglio et al, 1999; Gosetti et al, 2010). Die vorliegenden
Ergebnisse fiir SGU und Doxy bei der QTRAP Messung konnen dies nicht bestitigen. Sie
unterstiitzen jedoch die Annahme von Bonfiglio et al. (1999), dass die chemischen Eigenschaften
der Analyten entscheidender fiir eine Signalunterdriickung sein konnen als die

Probenaufarbeitung.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass ein Einrechnen von Matrixeffekten fiir eine
Ergebniskorrektur nicht moglich ist, da diese Effekte variieren konnen. Schon Garcia-Galan et al.
(2013) gaben zu bedenken, dass feste Matrices wie Boden nicht homogen sind und somit auch
die Matrixeffekte in der ESI inhomogen sind. So kénnen die GréfRenordnungen der Matrixeffekte
von Probe zu Probe schwanken. Der Vergleich der ermittelten Matrixeffekte mit den
Ergebnissen aus der Literatur ist nur bedingt méglich, da nicht nur die Matrix, sondern auch der
Analyt selbst und das Messsystem eine grofde Rolle spielen. Einige Literaturergebnisse werden
dennoch beispielhaft aufgefiihrt. In Abwasser konnten Cizmi¢ et al. (2017) fiir TC, OTC (bis zu
30 %) und einige Sulfonamide wie SGU, SDZ oder SMZ (bis zu 30 %) durchweg eine
Signalsuppression feststellen. Das mittels Kldranlage gereinigte Wasser zeigte dann fir fast alle
Substanzen immer noch eine Signalsuppression. Nur fiir OTC konnte anschliefSend eine
Signalverstarkung (~ 15 %) gemessen werden. Garcia-Galadn et al. (2013) konnten ebenfalls fiir
verschiedene Sulfonamide in Klarschlamm und Boden durchgingig eine Signalsuppression
(50 % bis 95 %), ohne Korrektur mittels internem Standard, feststellen. In Bodenwasser, Jauche
und Klarschlamm konnten Bourdat-Deschamps et al (2014) fiir SMX und SMZ eine
Signalsuppression von 14 % bis 93 % bestimmen. Fiir CTC und DOXY wurden zwar auch
Signalsuppressionen (19 % bis 80 %), aber auch Signalverstiarkungen (5% bis 20 %) in den
verschiedenen Matrices bestimmt. Fiir Sulfonamide iiberwiegt in der Literatur die
Signalsuppression fiir verschiedene Matrices. Die Matrixeffekte der Tetracycline variieren
dagegen von Signalverstarkung bis hin zur Signalsuppression. Tetracycline reagieren demnach
empfindlicher auf die einzelnen Methoden- und Matrixeinfliisse als Sulfonamide. Diese

Erkenntnisse stimmen gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit iiberein.

Insgesamt werden durch den ME-Vergleich von QTRAP und QTOF die vielfaltigen Einfliisse auf
Proben, die sich allein durch das Messsystem ergeben, dargestellt. Diese Ergebnisse bestatigen
die Komplexitit der Matrixeffekt-Bildung und die damit verbundenen Schwierigkeiten, diese

vollstandig aufzuklaren. Methodenparameter, insbesondere Nachweis- und Bestimmungsgrenze,
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Linearitit oder Prazision werden durch ME beeinflusst (Bonfiglio et al, 1999). Die effektivste
Methode, um diese zu kompensieren, stellt die Verwendung eines internen Standards dar (Le

Bizec et al., 2009; Matuszewski, 2006).
8.2 Qualitative Matrixeffekte

8.2.1 Auswirkungen der organischen Eluenten

Bei der Post-column-Infusion wurde mittels Spritzenpumpe ein konstanter Fluss des Analyten in
das Massenspektrometer eingeleitet, wahrend liber die UHPLC eine aufgearbeitete Leerprobe
(Matrix oder Methanol) injiziert und ebenfalls in das Massenspektrometer eingeleitet wurde
(Bonfiglio et al., 1999). Die Auswirkung des organischen Eluenten auf die Signalintensitit wurde
mittels Post-column-Infusion und QTRAP untersucht.

Dafir wurde die Post-column-Infusion mit dem identischen Gradienten einmal mittels
Acetonitril (ACN) und einmal mit Methanol (MeOH) als Eluent durchgefiihrt. Als wéssriger
Eluent diente 3mM Ammoniumformiatpuffer mit 0,5 % Ameisensaure. Der direkte Vergleich
zeigt, dass mit MeOH zwar eine Signalunterdriickung bei der Leermatrix erzeugt wird, aber die
Intensititen deutlich iiber den Intensititen mit ACN liegen (vgl. Abb.8.2). Dass die
Signalintensitdten bei Verwendung von MeOH hoher sein konnen als bei der Verwendung von
ACN, zeigten auch Lanina et al. (2007) in ihren Untersuchungen. Auch wenn diese Autoren ESI
im negativen Modus durchfiihrten, zeigen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, dass dies
auch der Fall im positiven ESI-Modus positiv sein kann. Diese Tatsache konnte, neben der
Verdiinnung der Probenextrakte, eine Erklarung fiir die zum Teil héheren Nachweis- und

Bestimmungsgrenzen der Methode mittels QTOF liefern, da dort ACN als organischer Eluent

verwendet wurde.
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Abb. 8.2: Post-column-Infusion QTRAP-Profil (1 ng/mL) von SMZ (Fragment 108) fiir Methanol (schwarz) und
Leermatrix (rot) mit MeOH und ACN als organischer Eluent. Die y-Achsen sind unterschiedlich.
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8.2.2 Auswirkungen der BDF-Proben und der Leermatrix

Neben der Aussage iiber Signalunterdriickung oder Signalverstirkung konnen anhand der
Post-column-Infusion wertvolle Informationen tiber Auswirkungen von verschiedenen Matrices
auf das Analytsignal gewonnen werden. Diese Informationen konnen fiir einen Vergleich
verwendet werden, um die Anwendbarkeit einer Methode zu untersuchen und zu bestatigen.
Dies spielt vor allem bei Bodenproben eine grofie Rolle, da es sich bei Boden um eine sehr
komplexe Matrix handelt. Die Zusammensetzung von Boden variiert nicht nur bei jedem
Bodentyp, sondern ist zusatzlich abhdngig von der jeweiligen Region. Bekannt ist, dass
Bodenbestandteile, wie zum Beispiel der Anteil an Huminsduren oder der geldste organische
Kohlenstoff (DOC), Auswirkungen auf Matrixeffekte haben konnen (Bourdat-Deschamps et al.,
2014; O'Connor et al,, 2007). Auch die Anwesenheit von nicht-fliichtigen Komponenten in der
Probe wird als Verursacher von Signalsuppressionen diskutiert (King et al, 2000). Die
Leermatrix (analytfreier Boden) sowie der Boden der BDF wurden hinsichtlich des DOC,
Huminstoff- und Huminsiuregehalts untersucht (vgl Tab. 8.1). Die Leermatrix und der
Oberboden der BDF (0-10 cm) zeigen grof3e Ahnlichkeit in den Gehalten der drei genannten
Bodenbestandteile. Der DOC-Gehalt liegt auch in den tieferen Bodenschichten in einer
vergleichbaren Grofienordnung. Der Huminstoff- und Huminsduregehalt nimmt jedoch ab der
Bodentiefe 30-40 cm stark ab. Bei einer Probennahmetiefe von 80-90 cm sind die Gehalte um
den Faktor 11 beziehungsweise 50 niedriger als im Oberboden (Tab. 8.1). Selbst Bodenproben
des gleichen Bodentpys (Sand, Lehm, Ton) konnten unterschiedliche ME auf die jeweiligen
Analyten ausiiben. Bei den BDF-Proben handelte es sich zwar immer um den gleichen Bodentyp,
allerdings unterscheidet sich die Zusammensetzung je nach Probennahmetiefe. Aus diesem
Grund wurde der Einfluss dieser verschiedenen Tiefenprofilen auf die ME mittels
Post-column-Infusion untersucht.

Tab. 8.1: DOC-Gehalte sowie Huminstoff- und Huminsauregehalte in der Leermatrix und in den Bodentiefen 0-
10 cm, 30-40 cm und 80-90 cm der BDF.

BDF BDF BDF
Leermatrix 0-10 cm 30-40 cm 80-90 cm
DOC [mg/L] 30 19 45 22
Huminstoffe [ %] 1,1 1,1 0,3 0,1
Huminsiure [ %] 0,5 0,5 0,1 0,01

Bei der Post-column-Infusion wurde, wie bereits beschrieben, mittels Spritzenpumpe ein
konstanter Fluss des Analyten in das Massenspektrometer eingeleitet, wihrend tiber die UHPLC
eine aufgearbeitete Probe (Leermatrix oder Methanol) injiziert und ebenfalls in das

Massenspektrometer eingeleitet wurde (Bonfiglio et al, 1999). Anschlieffend wurde ein
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Vergleich der Signalintensititen, zum jeweiligen Elutionszeitpunkt der Analyten, durchgefiihrt.
Neben der Injektion von Methanol und einer Leermatrix wurden zusatzlich Probenextrakte der
zu untersuchenden BDF verwendet. Dabei wurden drei Bodentiefen (0-10 cm, 30-40 cm, 80-
90 cm) untersucht, um das komplette Bodentiefenprofil widerzuspiegeln. Die Leermatrix wurde
aus dem Boden hergestellt, welcher fiir die Methodenentwicklung und Methodenvalidierung
verwendet wurde. Analytfreier Boden der Bodendauerbeobachtungsfliche stand nicht zur
Verfiigung. Das Vorhandensein einzelner Analyten in diesen Matrices ist aufgrund der
Konzentrationen vor allem fiir die Messungen mittels QTRAP mit einem Split von 1:10
vernachlassigbar. Die Konzentrationen, die mittels Spritzenpumpe in das MS gelangen, betragen
bei einer infundierten Standardlésung mit der Konzentration 1 ug/mL insgesamt 10 ng/min. Mit
einem theoretischen Gehalt der Analyten von 100 pg/kg wird eine absolute Menge von 0,2 ng in
das MS iiberfiihrt. Gegebenenfalls bei der Messung mittels QTOF, bei dem der Split nur 1:2
betragt, konnte bei sehr hohen Gehalten der Analyten in der Matrix eine Auswirkung zu sehen
sein. Dargestellt sind in den Post-column-Profilen die einzelnen Analyten anhand eines

spezifischen Massentibergangs.

In Abb. 8.3 und Abb. Abb. 8.4 sind die Post-column-Profile von SGU, SDZ, SMZ, SDM, TC, CTC und
[soCTC fiir die Messungen mittels QTRAP des jeweiligen Analyten zum Zeitpunkt der Elution
dargestellt. Andere Arbeiten untersuchten die Auswirkungen fiir eine komplette Messung, um
ganze Bereiche von Matrixeffektem im Chromatogramm identifizieren zu kénnen (Bonfiglio et
al, 1999; Ismaiel et al., 2008). Fiir diese Arbeit war jedoch nur der Elutionszeitpunkt fiir einen
Vergleich interessant. Die Retentionszeit fiir die Messung der Analyten ohne
Post-column-Infusion ist als gestrichelte Linie eingezeichnet. Diese kann minimal bei der
Post-column-Infusion variieren, da die Verbindung zwischen HPLC und MS verédndert ist. Daher
wird der gezeigte Chromatogrammausschnitt als Elutionsbereich angesehen. Die dargestellten
Analyten eluieren in der Reihenfolge SGU, SDZ, SMZ, SDM, IsoCTC, TC und CTC. SDZ eluiert somit
bei einem relativ hohen Anteil an wassrigem Eluenten, SDM dagegen bei einem relativ hohen
organischen Anteil. TC und IsoCTC eluieren zu einem dhnlichen Zeitpunkt wie SDM. CTC eluiert

von den untersuchten Analyten bei dem hdchsten organischen Anteil im Eluenten.
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Abb. 8.3: QTRAP Post-column-Infusionprofile (1 pg/ml) von SDZ (Fragment 108), SMZ (Fragment 108), SDM
(Fragment 108), TC (Fragment 154), IsoCTC (Fragment 462), CTC (Fragment 154), fiir Methanol (schwarz),
Leermatrix (rot), BDF-Tiefe 0-10 cm (blau), BDF-Tiefe 30-40 cm (griin), BDF-Tiefe 80-90 cm (tiirkis), die
gestrichelte Linie stellt die Retentionszeit der Analyten dar. Die y-Achsen sind unterschiedlich.

Flir einen Vergleich wird die Methanolinjektion mit den Injektionen mit Matrix verglichen. Die
mit QTRAP (vgl. Abb. 8.3) ermittelten Post-column-Infusionsprofile von SDZ, SMZ und CTC sind
dhnlich. Eine eindeutige Signalunterdriickung oder -verstiarkung kann nicht beobachtet werden.
Eine Ausnahme stellt die Leermatrix bei SMZ dar. Diese weist auf eine leichte

Signalunterdriickung hin.
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Es wurde zundchst vermutet, dass die Matrix der Bodenschicht 80-90 cm geringere
Auswirkungen auf die Signalintensitit hat, da die Probenextrakte weitaus weniger
Matrixbestandteile aufweisen als hohere Bodenschichten. Dies wurde wegen der Starke der
Extraktfarbung und auch wegen den geringeren Gehalten an Huminstoffen (siehe Tab. 8.1)
angenommen. Das Post-column-Infusionsprofil von IsoCTC ist jedoch fiir alle untersuchten
Matrices gleich. Das Infusionsprofil mit MeOH weicht als einziges ab. IsoCTC unterliegt demnach
bei allen Matrices einer dhnlichen Signalverstirkung, die am Ende des Gradienten jedoch
schwicher wird. Unterschiede zwischen den einzelnen Matrices gibt es nicht, so dass IsoCTC
anfallig fir eine Signalverstarkung zu sein scheint, sobald eine Bodenmatrix verwendet wird.

Im Gegensatz zu IsoCTC zeichnet das TC-Profil das Tiefenprofil des Bodens nach. Mit Zunahme
der Bodentiefe der BDF-Proben nimmt die Signalintensitit des Post-column-Profils ab. TC kann
demnach empfindlich auf die unterschiedlichen Matrixbestandteile, die in den tieferen
Bodenschichten abnehmen, reagieren. Ein Vorhandensein von Analyt in den Proben der BDF
scheint geringe bis keine Auswirkungen auf die Profile zu haben. Die infundierte Konzentration
(1 ug/mL) tberdeckt diese. Erkennbar ist dies anhand dem Profil der Leermatrix und der
Bodenschicht 80-90 cm, in denen kein Analyt vorlag (vgl. Kap. 9.2.1) und dennoch dhnliche
Post-column-Profilverlaufe wie fiir die Bodenschicht 0-10 cm erzeugt wurden.

Das Post-column-Infusionsprofil von SDM dagegen kehrt das Tiefenprofil fast vollstandig um. In
der Bodenschicht 0-10 cm ist eine geringere Signalverstarkung als in der Bodenschicht 80-90 cm
zu erkennen. Daraus konnte der Schluss gezogen werden, dass die Matrixeffekte nicht unbedingt
mit der Menge an Matrix in der Probe korrelieren, sondern moglicherweise mit den einzelnen
Bestandteilen. Das SDM Infusionsprofil spiegelt nicht die Ergebnisse der ME (Kap. 8.1) wider.
Dies konnte unter anderem auf eine inhomogene Probenmatrix zurtickzufiihren sein.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass eine Vorhersage der Matrixeffekte kaum mdoglich ist.
Neben den Unterschieden innerhalb einer Antibiotikaklasse sind selbst Unterschiede zwischen
den einzelnen Analyten in einem dhnlichen Elutionsbereich (SDM, TC, IsoCTC) zu sehen. Dies
stimmt gut mit der These von Bonfiglio et al. (1999) iiberein, dass der Analyt selbst einen

grofieren Einfluss haben kann als die Probenaufarbeitung.

Flir das Sulfonamid SGU wurde mittels der Untersuchungen auf quantitative Matrixeffekte eine
Signalverstirkung beobachtet (vgl. Kap. 8.1). Die iibrigen Sulfonamide zeigten eine
Signalunterdriickung welches die Post-column-Infusionsprofile von SMZ und SDZ ebenfalls
andeuten (Abb. 8.3). Der Theorie, dass polare Substanzen eher einer Signalunterdriickung
unterliegen (Bonfiglio et al, 1999; Gosetti et al, 2010), widerspricht das Ergebnis der
Post-colum-Infusion von SGU. Die Signalverstirkung von SGU konnte mittels
Post-column-Infusion sowohl fiir die Leermatrix als auch fiir die BDF eindeutig bestatigt werden

(vgl. Abb.8.4). Dieses Ergebnis unterstiitzt die Theorie, dass vor allem coeluierende
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wasserlosliche Matrixbestandteile fiir diese Signalverstarkung verantwortlich sind (vgl. Kap.

8.1).
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Abb. 8.4: QTRAP Post-column-Infusionprofile (1 pg/mL) von SGU (Fragment 108), fiir Methanol (schwarz),
Leermatrix (rot), BDF-Tiefe 0-10 cm (blau), BDF-Tiefe 30-40 cm (griin), BDF-Tiefe 80-90 cm (tiirkis).

Die Post-column-Infusionprofile fiir die Messung mittels QTOF fiir SDZ, SMZ, SDM, TC, IsoCTC
und TC sind in Abb. 8.5 dargestellt. Insgesamt sind die Signalintensitidten geringer als bei der
Messung mittels QTRAP. Dies ist auf den organischen Eluenten ACN zuriickzufiihren (Kap. 8.2.1).
Flir SMZ, SDM und IsoCTC sind &dhnliche Profile wie fiir die QTRAP gemessen worden. Die
Infusionsprofile von SDZ, TC und CTC sind unterschiedlich zu den generierten QTRAP-Profilen
(Abb. 8.3 und Abb. 8.5). Fiir das Infusionsprofil von SDZ konnte mittels QTOF eine eindeutige
Signalunterdriickung festgestellt werden (Abb. 8.5). Dies stimmt jedoch nicht mit den fiir das
QTOF ermittelten ME iiberein (vgl. Kap. 8.1), was auf eine inhomogene Probenmatrix
zurlckzufiihren sein konnte. Weiterhin verdeutlicht dies wiederum die Komplexitat der Bildung
von Matrixeffekten.

Das Infusionsprofil von CTC zeigt fiir das QTOF (Abb. 8.5) eine eindeutige Signalverstarkung.
Diese ist bei dem CTC QTRAP-Profil (Abb. 8.3) nur tendenziell zu erkennen. Auch die
Infusionsprofile von TC unterscheiden sich zwischen QTRAP und QTOF. Das QTOF-Profil zeigt
eine eindeutige Signalverstirkung (Abb. 8.5). Das Tiefenprofil wird, im Gegensatz zu dem
QTRAP-Profil, nicht nachgezeichnet (Abb. 8.3). Die QTOF-Profile von TC und IsoCTC (Abb. 8.5)
der Bodentiefe 0-10 cm, weisen im QTOF-Profil Spuren des vorhandenen Analyten in den
Extrakten auf. Dies ist erkennbar an dem unterschiedlichen Profilverlauf der Bodenschicht
0-10cm im Vergleich zu den anderen Schichten. Jedoch zeigen alle Bodenmatrices fast
identische Profilhdhen, so dass eine eindeutige Signalverstirkung identifiziert werden konnte.

Der Grund fiir den Nachweis der Analyten in dem Bodenextrakt 0-10 cm ist auf ein geringeres
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Splitverhéltnis bei der Messung mittels QTOF zuriickzufiihren. Die in Abb. 8.5 gekennzeichnete
Retentionszeit von TC unterscheidet sich minimal von der Elutionszeit mittels
Post-column-Infusion. Dies ist auf die veranderte Uberfiihrung des HPLC-Eluats in das QTOF fiir

die Post-column-Infusion zuriickzufiihren.
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Abb. 8.5: QTOF Post-column-Infusionprofile (1pg/mL) von SDZ (Fragment 108), SMZ (Fragment 108), SDM
(Fragment 108), TC (Fragment 154), IsoCTC (Fragment 462), CTC (Fragment 154), fiir Methanol (schwarz),
verdiinnter Leermatrix (rot), BDF-Tiefe 0-10 cm (blau), BDF-Tiefe 30-40 cm (griin), BDF-Tiefe 80-90 cm
(tiirkis), die gestrichelte Linie stellt die Retentionszeit der Analyten dar. Die y-Achsen sind unterschiedlich.
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9 Analyse BDF

Die ausgewdhlte BDF wurde seit ca. 20 Jahren regelmafdig mit Schweinegiille aus der intensiven
Tierhaltung gediingt. Das gesamte Probenmaterial wurde in Kunststoffbeuteln im Keller frostfrei
gelagert. Die Analyse der BDF-Bodenproben auf Sulfonamide und Tetracycline sollte
Informationen tiber das Verhalten der beiden Antibiotikaklassen in gealterten sowie in frischen
Bodenproben liefern. Dazu wurden Friihjahrs-Proben der Jahre 2001, 2002, 2005, 2008, 2009,
2015 sowie Herbst-Proben des Jahres 2008 mit der entwickelten LLE aufgearbeitet. Die im Jahr
2017 entnommenen frischen Proben wurden ebenfalls auf die beiden Antibiotikaklassen
untersucht. Neben den Muttersubstanzen sollten die Proben auf Transformationsprodukte hin
untersucht werden, um das Verhalten und den Verbleib der Substanzen weiter aufzuklaren.
Dazu wurden auch einzelne Proben aus 2018 untersucht. Sowohl jede Bodenschicht von 10 cm
(0-40 cm und 0-90 cm Bodentiefe) als auch jede Kernflichen (K1-K4) wurden einzeln
aufgearbeitet und untersucht.

Die  Quantifizierung erfolgte anhand eines Losungsmittelstandards iiber die
Peakflachen-Verhaltnisse von Analyt zu internem Standard. Die Proben wurden sieben Tage vor
Aufarbeitung mit internem Standard versetzt und bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Die
ermittelten Gehalte wurden tiber die jeweiligen Wiederfindungen korrigiert. Die nachfolgend

aufgefiihrten Gehalte beziehen sich jeweils auf die Trockenmasse.

9.1 Verhalten von Sulfonamiden

In fritheren Studien wurden bereits Proben der vorliegenden BDF untersucht. In den
Untersuchungen von Hamscher et al. (2005a) konnte das Sulfonamid SMZ eindeutig in einzelnen
Bodenproben nachgewiesen werden. SDZ konnte nur in der Schweinegiille, mit der die BDF
bewirtschaftet wurde, identifiziert werden jedoch nicht in den Bodenproben. Untersuchungen
der Schweinegiille liegen aus den Jahren 2000 bis 2002 vor. Bekannt war demnach, dass auf die
BDF im Jahr 2000 Wirtschaftsdiinger mit SDZ und SMZ aufgetragen wurde. In den anderen
beiden Jahren konnte lediglich SDZ in der Schweinegiilleprobe aus dem Jahr 2001 nachgewiesen
werden. Andere der damals untersuchten Sulfonamide, wie zum Beispiel SMX oder SDM, wurden

weder im Wirtschaftsdiinger noch im Boden detektiert.

Mittels der neu entwickelten Fliissig-Fliissig Extraktion und Mikrowellenextraktion wurden in
den Proben der BDF sowohl SMZ als auch SDZ eindeutig nachgewiesen. Zusatzlich wurde
erstmals das Sulfonamid SGU quantitativim Boden bestimmt. Auch ein Transformationsprodukt

von SDZ, das 4-OH-SDZ, wurde identifiziert.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der LLE dargestellt. Im Kapitel

Methodenvergleich werden die Ergebnisse der LLE mit den Ergebnissen der MWE verglichen.
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Ansonsten wird explizit darauf hingewiesen, falls es sich bei dargestellten Gehalten um die

Ergebnisse mittels MWE handelt.

9.1.1 SGU als Tierarzneimittel

Das Sulfonamid SGU wurde bei der Analyse der BDF-Proben eindeutig nachgewiesen. Vergleiche
mit friheren Untersuchungen konnten nicht vorgenommen werden, da SGU in der Studie von
Hamscher et al. (2005a) nicht mituntersucht wurde. In Deutschland besitzt SGU, nach Vetidata
und PharmNet.Bund, weder als Human- noch als Tierarzneimittel eine Zulassung
(PharmNet.Bund, 2018; Vetidata, 2018). In der Schweiz existieren noch Zulassungen fiir
Tierarzneimttel, die SGU enthalten (Vetpharm, 2018). Anhand der BVL-Erhebungen tiber die
Abgabemengen antimikrobiell wirksamer Stoffe kann ausgeschlossen werden, dass die Substanz
SGU in den letzten Jahren in Deutschland an Tierdrzte abgegeben wurde (Wallmann, 2014;
Wallmann, 2015; Wallmann, 2016). Bei Untersuchungen von Béden und Wirtschaftsdiingern in
Deutschland, den USA und in Spanien konnte kein SGU nachgewiesen werden (Biel-Maeso et al.,
2017; Haller et al.,, 2002; Shelver et al, 2010). Daher stellt sich die Frage, wie SGU in den Boden

gelangen konnte.

Die Tatsache, dass SGU schon in den 17 Jahre alten Proben aus dem Jahr 2001 gefunden wurde,
konnte bedeuten, dass SGU eine sehr hohe Persistenz im Boden aufweist. Durch einen
moglicherweise lange zuriickliegenden Einsatz in der Veterindrmedizin konnte die Substanz auf
den landwirtschaftlich genutzten Boden gelangt sein. Eine Persistenz konnte erklaren, warum
auch noch in den spateren Jahren, in denen keine Zulassung mehr vorlag, SGU nachgewiesen
werden konnte. Gegen diese Theorie spricht, dass SGU ein eher polares Sulfonamid ist und sich
gut in Wasser lost. SGU konnte auch in den tieferen Bodenschichten nachgewiesen werden (vgl.
Kap. 9.1.3). Dies deutet auf eine Auswaschung von SGU aus Boden hin. Interne, bislang nicht
veroffentlichte Arbeiten zeigten, dass in Lysimeterwasser, welches durch eine dotierte
Bodensaule sickert, SGU nachgewiesen werden konnte (Spielmeyer, 2018). Auch die von Biatk-
Bieliniska et al. (2012a) ermittelten niedrigen Sorptionskoeffizienten fiir SGU in Boden, deuten
auf eine Auswaschung aus Boden in Grundwasser oder Oberflachengewdsser hin. Die tliber die
Jahre hinweg detektierten, im Vergleich zu SDZ und SMZ, deutlich héheren SGU-Gehalte in
Verbindung mit einer Auswaschung, weisen jedoch auf einen kontinuierlichen Eintrag auf die

landwirtschaftliche Nutzflache hin (vgl. Kap. 9.1.2).

Ein kontinuierlicher Eintrag konnte {iber verschiedene Wege stattfinden, zum Beispiel iiber die
Bildung von SGU im Boden als Transformationsprodukt. Aber auch eine Verunreinigung von
Tierarzneimitteln auf Sulfonamidbasis oder sonstigen Substanzen, die zur Bewirtschaftung der
Felder verwendet werden, sollten in Betracht gezogen werden. Hierunter wiirden insbesondere

Pflanzenschutzmittel zdhlen. Fiir den Maisanbau zum Beispiel sind in Deutschland unter
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anderem Glyphosat, Mesotrione oder Thiram zugelassen (BVL, 2018b). In der Schweiz wurde in
Honig nach dem Einsatz des Herbizids Asulam Sulfanilamid nachgewiesen (Bogdanov, 2005).
Sulfanilamid gehort zu der Antibiotikaklasse der Sulfonamide (vgl. Abb.9.1). Durch die
Untersuchungen des Honigs konnte festgestellt werden, dass hohere Asulamwerte hohere
Gehalte an Sulfanilamid bedingten. In der Schweiz wird Sulfanilamid nicht in der Landwirtschaft
eingesetzt (Bogdanov, 2005; Kaufmann und Kaenzig, 2004). Die Untersuchungen von Kaufmann
und Kaenzig (2004) legten nahe, dass es sich bei dem gefundenen Sulfanilamid um einen

Metaboliten des verwendeten Asulams handelt.

Abb. 9.1: Strukturformeln von Asulam (links) und Sulfanilamid (rechts).

Ein solches Szenario wére auch fiir die Bildung von Sulfaguanidin im Boden theoretisch méglich.
Flir das Insektizid Imidacloprid (IMI) wurden in Pflanzen und Boden verschiedene Metabolite
nachgewiesen, unter anderem Imidacloprid-Guanidin. Dieses weist eine strukturelle Ahnlichkeit
zu SGU auf (vgl. Abb. 9.2). Die Verbindung kann im Metabolismus der Pflanze einer Ringéffnung
unterliegen (Cox et al., 1997; Rouchaud et al.,, 1996; Sur, 2003), so dass der stickstoffhaltige Rest
dem des SGU entspricht. Imidacloprid-Urea wurde bereits als ein Hauptmetabolit in Boden
identifiziert (Rouchaud et al, 1996). Der dargestellte Metabolismus zum Imidacloprid-Urea
verlauft iiber das Zwischenprodukt Imidacloprid-Guanidin und kénnte gegebenenfalls auch im
Boden ablaufen. Die Sulfonamide SDZ und SMZ wurden in den Bodenproben nachgewiesen (vgl.
Kap. 9.1.2). Ein dhnlicher Metabolismus wie flir IMI konnte auf diese beiden Sulfonamide
libertragen werden. Anzumerken ist aber, dass es sich bei dem Rest von SDZ und SMZ um
aromatische Ringe handelt. Ob die Reaktion von IMI auf dieses System iibertragbar ist, ist

fraglich.
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Abb.9.2: Auszug einer moglichen Metabolisierung von Imidacloprid in Pflanzen nach Sur (2003),
Strukturformeln von SDZ, SMZ und SGU.

In der Literatur werden verschiedene Synthesewege fiir SGU dargestellt, wie zum Beispiel die
Reaktion von Sulfanilamid mit Guanidin unter Abspaltung von Ammoniak (Birtwell et al., 1946).
Sulfanilamid ist nicht nur als Metabolit von Asulam, sondern auch als Photolyseprodukt von
Sulfonamiden in Gewassern bekannt (Boreen et al., 2004). Im Boden konnte Sulfanilamid jedoch
bisher nicht identifiziert werden. Auch in den aufgearbeiteten Bodenextrakten der BDF konnte
keine entsprechende Masse nachgewiesen werden. Die Moglichkeit einer Hydrolyse von
Sulfonamiden zu Sulfanilamid in sauren, wassrigen Losungen wurde zwar von Biatk-Bielinska et
al. (2012b) beschrieben. Die Autoren merken jedoch an, dass die Stabilitdt von Sulfonamiden
unter typischen Umweltbedingungen hoch ist.

In der Landwirtschaft werden hohe Mengen an Harnstoff-Diinger eingesetzt (Glibert et al,
2006). Dieser beinhaltet kurz- und langkettige Methylenharnstoff-Polymere. Diese werden von
Bodenorganismen zu Harnstoff abgebaut (Hayatsu, 2014; Jahns et al, 2003). Eine Bildung von
Sulfaguanidin oder seinen Prakursoren aus den Abbau- und Transformationsprodukten des
Harnstoff-Diingers oder aus Harnstoff selbst wire ebenfalls eine mogliche Theorie. Biotisch
bedingte Reaktionen kdnnen also nicht ausgeschlossen werden. Sie bendétigen jedoch meist eine
gewisse Zeit. SGU konnte in den frischen Proben aus dem Jahr 2017 in relativ hohen Mengen
nachgewiesen werden. Generell scheint eine Bildung im Boden daher von untergeordneter Rolle
zu sein.

Eine Verunreinigung der verwendeten Antibiotikaprdparate SDZ und SMZ mit SGU ist
unwahrscheinlich, da Nebenprodukte in (Tier)Arzneimitteln ab einer bestimmten Konzentration
einer Anzeigepflicht unterliegen. Diese liegt nach ,European Medicines Agency“ (EMEA, heute
EMA) fiir Wirkstoffe, die nur als Tierarzneimittel dienen, bei 0,2 %. Bei Wirkstoffen, die als
Tier- und Humanarzneimittel verwendet werden liegt diese Anzeigepflicht nach EMEA und der

JInternational conference on harmonisation of technical requirements for registration of
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pharmaceuticals for human use“ (ICH) bei einer Konzentration von 0,1 % bzw. 0,05 %, je nach
Dosismenge (EMEA, 2005; ICH, 2006). Solche Nebenprodukte konnten dann zu einem
dauerhaften Eintrag in den Boden fiihren. Im Jahr 2015 wurden in Summe 58 Tonnen SDZ und
SMZ abgegeben (Wallmann, 2016). Bei Annahme einer Verunreinigung mit SGU von 0,2 % ergibt
dies eine Menge von 116 kg. Daher sollten im Vergleich zu SDZ und SMZ selbst nur Spuren von
SGU nachweisbar sein. Die Herkunft von SGU kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht
zufriedenstellend geklart werden. Weitere Untersuchungen zum Ursprung der Verbindung sind

daher notwendig.

9.1.2 Retrospektive Untersuchung

Die retrospektive Untersuchung umfasst die Jahre 2001, 2005, 2009 und 2015 und somit einen
Zeitraum von 14 Jahren. Die Ergebnisse der Proben aus dem Jahr 2017 wurden fiir die
Darstellung herausgenommen, da es sich um frische Proben handelte und durch die im Boden
ablaufenden Alterungsprozesse keine Vergleichbarkeit mit den dlteren Proben gegeben war. Die
Proben der BDF wurden in Abstinden von 10 cm entnommen. Die Ergebnisse der einzelnen
Bodenschichten des Oberbodens (0-30cm), welche der Pflugtiefe entsprechen, wurden
gemittelt. Die Probennahme erfolgte auf vier Kernflichen (K1-K4). Jede Kernfliche wurde
separat untersucht und aus den Ergebnissen ebenfalls der Mittelwert gebildet. Fiir die
retrospektive Untersuchung wurden nur die Antibiotika-Gehalte im Oberboden untersucht. Die
Tiefenprofilanalyse erfolgte anhand des Jahres 2017 (vgl. Kap. 9.1.3). Bei den Werten der
jeweiligen Kernflichen traten zum Teil grofie Unterschiede auf, obwohl sie den gleichen
Bedingungen ausgesetzt waren. Erkennbar ist dies an den Fehlerbalken (vgl. Abb. 9.3). Dies
bestatigt, dass Boden eine sehr komplexe und inhomogene Matrix darstellt und natiirlichen
Schwankungen unterliegt. Schon die Begiillung selbst stellt kein homogenes Ereignis dar. Dies
darf bei allen Beurteilungen iliber die Antibiotika-Gehalte in Boden nicht aufier Acht gelassen

werden.

Die Sulfonamide SGU, SDZ und SMZ konnten in den Proben der BDF identifiziert sowie
quantifiziert werden. In Abb.9.3 sind die Gehalte als Mittelwerte im Oberboden der vier
Kernflachen (K1-K4) fiir die Jahre 2001, 2005, 2009 und 2015 dargestellt. Flir SDZ zeichnet sich
liber 14 Jahre hinweg ein gleichbleibender Gehalt im unteren pg/kg-Bereich, nahe der BG, ab.
Eine Akkumulation von SDZ im Boden, also ein permanenter Eintrag verbunden mit einer
konstanten Anreicherung der Gehalte iber die Jahre hinweg, scheint demnach nicht
stattzufinden. Die Moglichkeit besteht, dass im Falle des SDZ eine sogenannte ,Pseudo-
Persistenz” vorliegt (Daughton, 2002; Mackay et al, 2014). Dies wiirde bedeuten, dass zunachst
ein stetiger Eintrag von SDZ durch Wirtschaftsdiinger stattfindet. Gleichzeitig findet auch ein

gewisser ,Abgang” von SDZ statt. Dieser ,Abgang“ konnte eine Transformation oder auch eine
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Sequestrierung im Boden darstellen. Letzteres wurde bereits fiir SDZ im Boden nachgewiesen

(Forster et al., 2009).

Fiir SGU konnten im Vergleich zu SDZ héhere Gehalte im Oberboden gefunden werden. Dabei
schwanken die Gehalte deutlich, sowohl {iber die Jahre hinweg als auch iiber die einzelnen
Kernflachen. Dies ist insofern bemerkenswert, da nicht abschliefdend geklart ist wie SGU in den
Boden gelangt (vgl. Kap. 9.1.1). Insgesamt kann keine deutliche Abnahme oder Zunahme iiber
die Jahre hinweg festgestellt werden. Moglicherweise liegt das an einem ,unbewussten” Eintrag,
der zusatzlich von unbekannten Faktoren beeinflusst wird. Da eine Applikation von SGU in der
Nutztierhaltung seit vielen Jahren nicht erfolgt bzw. nicht erlaubt ist, sind die hoheren Gehalte
fiir SGU im Vergleich zu SDZ und SMZ umso erstaunlicher. Dies konnte vielleicht auch auf eine

geringere Sequestrierung von SGU im Boden hinweisen.

Die Gehalte von SMZ weisen liber die 14 Jahre hinweg auf eine Abnahme im Oberboden hin (vgl.
Abb. 9.3). Im Jahr 2001 konnte ein Gehalt von 8 pg/kg nachgewiesen werden, im Jahr 2015
halbierte sich der Gehalt auf 4 ug/kg. Fiir die Gehalte der Jahre 2001 und 2015 ergibt sich ein
statistisch signifikanter Unterschied (ANOVA on Ranks mit anschlieffendem Tukey Test
p < 0,05). Die Abnahme konnte dabei einerseits auf einen Riickgang der Einsatzmenge und
andererseits auch auf eine mégliche Verlagerung von SMZ in tiefere Bodenschichten hindeuten
(vgl. Kapitel 9.1.3).

Das Vorhandensein von SMZ in verschiedenen Béden wurde durch mehrere Studien weltweit
bestatigt. Dabei variieren die Gehalte stark. Dies liegt unter anderem an den verschiedenen
Extraktionsmethoden, aber auch an den Eintragsmengen, die sich bei jeder landwirtschaftlich

genutzten Flache stark unterscheiden kénnen (vgl. Tab. 9.1).
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Abb. 9.3: Gehalte [ng/kg] von SDZ, SGU und SMZ im Oberboden (0-30 cm) im Verlauf der Jahre (von links nach
rechts) 2001, 2005, 2009 und 2015, die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Die Mittelwerte
wurden aus den Kernflachen K1-K4 sowie von den einzelnen Bodenschichten 0-10 cm, 10-20 cm und

20-30 cm gebildet. Die Gehalte von SDZ sind < BG (7d) aber > BG (10 min).

Tab. 9.1: Gefundene SMZ-Gehalte in Boden.

SMZ Extraktionsmethode Land Gehalt [pg/kg]
Awad et al. (2014) LLE Korea 0,23-1,11
Christian et al. (2003) ASE Deutschland 15*
Garcia-Galan et al. (2013) PLE Spanien 8,53-20,42*
Shelver et al. (2010) wassrige Extraktion USA 0,03-0,66*
*Trockenmasse

Interessant ist auch der Vergleich der Ergebnisse der Bodenanalyse mit den veroffentlichten
Abgabemengen von SDZ und SMZ. Die SDZ-Abgabemenge ist von 2013 bis 2015 von 104 Tonnen
auf 36 Tonnen auf ca. ein Drittel gesunken. Bei SMZ sind die Abgabemengen, mit 24 Tonnen
(2013) auf 22 Tonnen (2015), anndhernd konstant geblieben (Wallmann, 2014; Wallmann,
2016). Der starke Riickgang von SDZ spiegelt sich in den Ergebnissen der BDF jedoch nicht
wider. Natiirlich ist in diesem Zusammenhang zu beachten, dass die Einsatzmengen von SDZ und
SMZ stark abhidngig von den verantwortlichen Tierdrzten sind, so dass sich nationale

Verbrauchsmengen nicht unmittelbar auf regionale Einsatzmengen auswirken miissen.
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9.1.3 Tiefenprofilanalyse

Neben den Gehalten im Oberboden sind auch die Gehalte der Sulfonamide in tieferen
Bodenschichten interessant, weil sie das Umweltverhalten in Béden widerspiegeln. In Abb. 9.4
sind die mittleren Gehalte der Kernflachen von SDZ, SGU und SMZ in 10 cm Abstidnden aus dem
Jahr 2017 bis zu einer Bodentiefe von 50-60 cm dargestellt. Fiir die Darstellung der
Tiefenprofilanalyse wurden die frischen Proben verwendet, um ein aktuelles Bild darzustellen
und um langfristige Alterungsprozesse auszuschliefen. Abb. 9.4 verdeutlicht, dass in den ersten
30 cm des Bodens eine Vermischung durch das Pfliigen stattfindet, da dhnliche Werte fiir die
drei separaten Bodenschichten bestimmt werden konnten. Insofern ist die gemeinsame

Betrachtung als Oberboden gerechtfertigt.

Auffallig sind wiederum die im Vergleich zu SDZ und SMZ hoheren Konzentrationen von SGU bis
50 pg/kg im Oberboden. Das Bild, welches sich im Oberboden der frischen Proben abzeichnet,
ist vergleichbar mit dem Bild fiir gealterte Proben (vgl. Abb. 9.3). Insgesamt sind die Gehalte in
den frischen Proben etwas hoher. Dies wird deutlich anhand des SDZ-Gehaltes im Oberboden,
welcher iiber die 14 Jahre hinweg bei 1,2 bis 1,7 ug/kg und in den Proben aus dem Jahr 2017 bei
6,7 ug/kg lag (vgl. Kap. 9.1.2). Aber auch bei SGU wurden héhere Gehalte fiir die Bodenproben
aus dem Jahr 2017 mit 42,3 ug/kg bestimmt. Die SGU-Gehalte in den dlteren Proben schwanken
von 7,4 bis 15,4 pg/kg. Fir die Gehalte von SMZ ist ebenfalls ein deutlicher Unterschied
zwischen dem Gehalt im Oberboden im Jahr 2015 (4,0 ug/kg) und im Jahr 2017 (9,7 pg/kg) zu
erkennen. Dies korreliert auch gut mit Studien tiber das Absinken der Wiederfindungsraten von

Sulfonamiden bei gealterten Proben (Chen et al., 2009; Stoob et al., 2006).
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Abb. 9.4: Gehalte [ng/kg] von SDZ (schwarz), SGU (hellgrau) und SMZ (dunkelgrau) in den verschiedenen
Bodenschichten von 0-50 cm in den Proben aus 2017. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der
vier Kernflichen da. Die mit * gekennzeichneten Gehalte sind < BG (7d) aber > BG (10 min), die mit #
gekennzeichneten Gehalte sind < BG (10 min) aber > NWG (10 min).

Wie auch die Gehalte von Kupfer und Zink gezeigt haben (vgl. Kap. 4.2), stellt eine Bodentiefe
von liber 30 cm eine scharfe Grenze dar, welche nicht nur optisch Kklar zu erkennen ist, sondern
auch anhand der Gehalte der Sulfonamide. Die Gehalte sinken im Unterboden deutlich ab (vgl.
Abb. 9.4). Dies ist beziiglich SGU besonders ausgepragt, da dort der Gehalt von 50 pg/kg
(20-30 cm) auf 13 pg/kg (30-40 cm) abnimmt. Die Abnahme von SMZ erfolgt in einer dhnlichen
Grofdenordnung (10 pg/kg auf 3 pg/kg). Insgesamt nehmen die Gehalte im Unterboden von
Schicht zu Schicht ab, bis bei einer Tiefe von 50-60 cm nur noch Spuren nachweisbar sind (vgl.
Abb. 9.4). SDZ ist dagegen schon ab einer Probennahmetiefe von 30 cm nicht mehr nachweisbar.
SGU und SMZ unterliegen, im Gegensatz zu SDZ, somit einer Verlagerung in tiefere
Bodenschichten. Eine Auswaschung in oberflichennahes Grundwasser ist demnach sehr
wahrscheinlich. SDZ scheint dagegen im Oberboden starker zuriickgehalten zu werden und nur
in geringerem Maf3e ausgewaschen zu werden. Betrachtet man die Strukturen von SDZ und SMZ,
so sind diese Verbindungen bis auf die beiden Methylgruppen am aromatischen Rest identisch
(vgl. Abb. 9.2). SMZ ist aufgrund dieser Methylgruppen jedoch unpolarer als SDZ. Insofern zeigt
das unterschiedliche Verhalten von SDZ, SGU und SMZ, dass die Vorhersage der Mobilitat einer

Verbindung im Boden nur anhand seiner Polaritdt nicht moglich ist. Eine Beeinflussung des
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Verhaltens konnte auch auf die Bildung von Transformationsprodukten zurtickzufiithren sein
(vgl. Kap. 9.1.5).

Die erhaltenen Ergebnisse stimmen gut mit den Studien von Spielmeyer et al. (2017a) und Pan
und Chu (2017) iiberein. Pan und Chu (2017) identifizierten SMZ im Vergleich zu anderen
Antibiotikaklassen als ein Antibiotikum mit einem hohen Auswaschungspotential in
Bodensdulen. In der Studie von Spielmeyer et al. (2017a) wurde Wirtschaftsdiinger mit
Sulfonamiden dotiert, auf Boden gegeben und das Sickerwasser dieser Bodenflachen auf
Sulfonamide hin untersucht. Dabei konnten von neun untersuchten Sulfonamiden SMX und SMZ
als die Verbindungen mit der hdchsten Mobilitit identifiziert werden. SMX und SMZ
unterscheiden sich ebenfalls aufgrund ihrer Polaritit, da SMZ deutlich polarer ist als SMX.
Zusatzlich konnten sie zeigen, dass die Verlagerung ein langfristiger Prozess ist, da auch vier
Jahre nach der letzten Dotierung immer noch Auswaschungen der Substanzen im ng/L-Bereich
stattfinden. Da die hier untersuchte BDF mit hoher Wahrscheinlichkeit kontinuierlich mit
Antibiotikahaltigem-Wirtschaftsdiinger bearbeitet wurde, ist ein dauerhaftes Abwandern von
SMZ in das Grundwasser sehr wahrscheinlich. Aber auch wenn kein belasteter
Wirtschaftsdiinger zusatzlich aufgetragen werden wiirde, konnte es zu einer Auswaschung der
bereits vorhandenen Sulfonamide kommen. Das Sickerwasser der in dieser Arbeit untersuchten
BDF arbeiteten Spielmeyer et al. (2017a) ebenfalls auf und konnten durchgiangig SMZ
nachweisen, SDZ jedoch nur in vereinzelten Proben. Die SMZ-Gehalte variierten dabei in den
Jahren 2014 bis 2016 von Spuren bis hin zu 105 ng/L. Bereits Hamscher et al. (2005a) konnten
in dem Grundwasser der BDF nur SMZ, aber kein SDZ nachweisen. Die Gehalte in den Jahren

2002 und 2003 betrugen dabei maximal 240 ng/L.

Die Ergebnisse der drei Studien korrelieren sehr gut mit den hier dargestellten Tiefenprofilen
von SMZ und SDZ und vervollstdndigen die Kenntnisse iber den Weg der beiden Substanzen,
nachdem sie iiber den Wirtschaftsdiinger auf den Boden gelangt sind. Zusatzlich erkladren sie,
warum SDZ selten bis gar nicht im Grundwasser nachzuweisen war. Diese Substanz ist
anscheinend stirker im Boden oder an Bodenbestandteilen gebunden. Selbst mittels MWE
konnten im Unterboden nur Spuren von SDZ unterhalb der BG nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Dies weist auf eine geringe Auswaschung hin, die im Grundwasser, unter anderem
durch Verdiinnungseffekte, nicht mehr nachzuweisen ist. Auch Kreuzig und Holtge (2005)
schitzten das Auswaschpotential von SDZ aus Boden eher gering ein, obwohl aufgrund eines
niedrigen Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Bailey et al., 2016) eine hohe Mobilitit in
Boden zu erwarten gewesen ware. SMZ dagegen hat nach Bailey et al. (2016) einen héheren
Boden/Wasser-Verteilungskoeffizient als SDZ, welcher theoretisch auf eine hohere Affinitat zur
Bodenphase hindeutet. In der vorliegenden Arbeit konnte aber eine Auswaschung fiir SMZ, nicht

aber fiir SDZ ermittelt werden. Somit kann auch der Boden/Wasser-Verteilungskoeffizient nicht
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alleine fiir eine Vorhersage des Auswaschverhaltens dieser Substanzen herangezogen werden.
Fiir SGU konnen keine Vergleichsdaten herangezogen werden, da diese Substanz in den oben
genannten Studien nicht mituntersucht wurde. Die Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass SGU
ein dhnliches Verhalten wie SMZ aufweist. Die Auswaschung von SGU konnte sogar stirker sein

als es bei SMZ der Fall ist, da h6here Gehalte im Unterboden gefunden wurden.

9.1.4 Vergleich der Riickstandsgehalte im Friihjahr und Herbst

Mogliche Auswirkungen der verschiedenen Jahreszeiten auf die Sulfonamid-Gehalte im Boden
sollten ebenfalls untersucht werden. Dazu wurden die Proben aus dem Jahr 2008 aufgearbeitet.
Flir dieses Jahr lagen Proben vor, die einmal im Frithjahr und einmal im Herbst entnommen
wurden. Zum Vergleich wurden zusatzlich die Gehalte der Friihjahrsproben aus 2009
herangezogen (vgl. Abb.9.5). Die Probennahme wurde im Frithjahr nach der Diingung
vorgenommen. Der Vergleich Frithjahr, Herbst und Friihjahr des darauffolgenden Jahres bringt
keinen deutlichen Unterschied zwischen den Jahreszeiten hervor. Die Gehalte von SDZ und SMZ
sind liber die Jahreszeiten hinweg sehr dhnlich. Die Studie von Burkhardt et al. (2005) zeigte,
dass die drei Sulfonamide SDZ, SMZ und STZ vermehrt im Oberflichenabflusswasser zu finden
sind, wenn sie mit Wirtschaftsdiinger auf Grasland aufgetragen werden. Sie begriinden dies mit
einer Anderung des pH-Wertes durch den Wirtschaftsdiinger sowie mit Interaktionen der
Sulfonamide mit der Wirtschaftsdiingermatrix. Die Bindung der Sulfonamide im Boden ist dann
demnach geringer.

Da die untersuchte BDF jahrlich mit Wirtschaftsdiinger behandelt wird, konnte also bei starken
Regenfillen eine stirkere Auswaschung aus dem Boden stattfinden. Dies konnten Spielmeyer et
al. (2017a) mit ihren Lysimeterstudien zeigen, da dort die hochsten Konzentrationen von SMX
und SMZ im Sickerwasser in einer Winterperiode mit hohen Niederschlagsraten nachgewiesen
werden konnten. Die Verringerung der Sorption von SMX in Boden durch langjahriges
Bewdassern mit Abwassern zeigten auch Dalkmann et al. (2014). Die Sommerniederschlagshohe
in Deutschland betrug im Jahr 2008 233 L pro m? (Statista, 2018). Diese Menge ist im Vergleich
zwischen den Jahren 1960 bis 2013 weder als besonders hoch noch besonders niedrig
einzustufen, so dass keine verbindliche Aussage anhand der Niederschlagswerte getroffen

werden kann.

Awad et al. (2014) konnten in ihrer Studie im September hohere Sulfonamid-Gehalte als im Juni
in Boden, Oberflichenwasser und Sediment nachweisen. Fir die hier untersuchten Proben kann
anhand von SDZ und SMZ keine Verdanderung im Herbst festgestellt werden. Da nicht bekannt
ist, wie hoch die Menge der aufgebrachten Antibiotikamenge in den Jahren 2008 und 2009 war,

ist eine Aussage bezliglich einer moglichen Auswaschung nicht moglich.
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Im Frithjahr 2008 sind signifikant hohere SGU-Gehalte als im Herbst nachzuweisen (one Way
ANOVA mit anschlieflendem Tukey Test p < 0,05). Da der Eintrag von SGU aber ungeklart ist
(vgl. Kap. 9.1.1), kann keine Aussage dariiber getroffen werden, inwiefern die stark streuenden

Gehalte mit der Jahreszeit korrelieren.
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Abb. 9.5: Gehalte [pg/kg] von SDZ, SGU, SMZ in Abhingigkeit der Jahreszeit (F = Friihling, H = Herbst, 08 =
2008, 09 = 2009) im Oberboden. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Die Mittelwerte
wurden aus den Kernflaichen K1-K4 sowie von den einzelnen Bodenschichten 0-10 cm, 10-20 cm und 20-
30 cm gebildet. Die Gehalte von SDZ sind < BG (7d) aber > BG (10 min).

9.1.5 Identifizierung von Transformationsprodukten

Transformationsprodukte der Sulfonamide werden iiber den Metabolismus im Tier und in den
verschiedenen Umweltkompartimenten gebildet. Den Hauptmetabolismusweg stellt die
N*-Acetylierung dar. Aber auch die N-Glucuronidierung und die Hydroxylierung sind als
Metabolisierungswege in Tieren bekannt (Garcia-Galdn et al, 2008). Da Sulfonamide nur
unvollstindig metabolisiert werden, gelangen neben den Transformationsprodukten auch die
Muttersubstanzen in die Umwelt (Lamshoft et al, 2007). In der Umwelt kénnen dann
verschiedene Prozesse ablaufen. Einerseits konnen die im Metabolismus gebildeten
Transformationsprodukte zuriick in die Muttersubstanz tiberfithrt werden und andererseits
konnen Transformationsprozesse der Muttersubstanzen stattfinden. Ein Beispiel fiir die
Wiederherstellung der Muttersubstanz stellen die N-acetylierten Sulfonamide dar (Abb. 9.6).
Diese konnen im Boden und in Wirtschaftsdiinger wieder deacetyliert werden, so dass die
urspriingliche wirksame Substanz erneut vorliegt (Forster et al, 2009; Heuer et al, 2008;

Lamshoft et al., 2010).
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Abb. 9.6: Allgemeine Strukturformel von N4-acetylierten Sulfonamiden (fiir R siehe Abb. 5.3).

Transformationsprozesse der Muttersubstanz sind fir die verschiedenen
Umweltkompartimente in der Literatur beschrieben, vor allem fiir photolytische Prozesse in
wassrigen Proben (Boreen et al., 2005; Guerard et al., 2009; Sukul et al, 2008a). Aber auch die
Bildung von Transformationsprodukten wahrend der Wirtschaftsdiinger-Fermentation ist
bekannt. Dazu zdhlt unter anderem die Hydroxylierung von SDZ (Mohring et al,, 2009), aber
auch strukturabhédngige Transformationsprodukte von SDM, SMX und SMPD konnten nach

anaerober Fermentation von Wirtschaftsdiinger identifiziert werden (Spielmeyer et al., 2017b).

In der Literatur gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass die Bildung von
Transformationsprodukten in Boden stattfindet. Die Photolyse in Boden als ein moglicher Weg
der Transformation wird aufgrund von einer geringen Eindringtiefe des Lichtes im unteren
mm-Bereich als unwahrscheinlich angesehen (0zaki et al, 2011). Die Transformation im Boden
durch andere Faktoren ist daher wahrscheinlicher. Dabei wurde bisher vor allem SDZ
untersucht (Forster et al, 2009; Unold et al, 2009). Unklar bleibt aber, wo die eigentliche
Transformation im Boden stattfindet, da meist ein Wasser/Boden-System zur Untersuchung
herangezogen wird. Kasteel et al. (2010) zeigten in ihrer Studie, dass die Transformation von
SDZ nur in der wassrigen Phase einer Bodensaule stattfand. Sie begriindeten dies damit, dass im
Boden sorbiertes SDZ vor Transformationsprozessen geschiitzt sei. Insgesamt zeigt sich in den
zuvor genannten Studien, dass 4-OH-SDZ ein Haupttransformationsprodukt von SDZ darstellt.
Andere Transformationsprodukte sind zum Beispiel 4-(2-iminopyrimidin-1(2H)-yl)anilin oder

2-aminopyrimidin (Abb. 9.7), (Kasteel et al., 2010; Sittig et al., 2014).

o ls) NMQ o () & H2N4\:}

Abb. 9.7: Strukturformeln von 4-OH-SDZ, 4-(2-iminopyrimidin-1(2H)-yl)anilin und 2-aminopyrimidin (von
links nach rechts).

Interessanterweise konnten Sittig et al (2014) in fast allen Bodenproben Spuren von
N-Acetyl-SDZ nachweisen. Alle in dieser Arbeit untersuchten Bodenproben wurden auf die

N-acetylierten Produkte von SDZ und SMZ analysiert. In den Proben konnte weder N-Acetyl-SDZ
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noch N-Acetyl-SMZ detektiert werden. Dies bestatigt die Ergebnisse von Forster et al. (2009),
dass kurze Zeit, nachdem Wirtschaftsdiinger auf den Boden aufgebracht wird, die N-acetylierten
Produkte in SDZ oder in 4-OH-SDZ riicktransformiert werden. Daher wurden die Bodenproben
zusatzlich auf das Vorhandensein von 4-OH-SDZ untersucht und dieses Transformationsprodukt
konnte nachgewiesen werden. Die Bestimmung erfolgte dabei halbquantitativ, da kein
ausreichend reiner Standard zur Verfiigung stand. Mit diesem konnte dennoch die
Retentionszeit Uberprift werden. Die halbquantitative Bestimmung erfolgte durch Berechnen
der 4-OH-SDZ-Gehalte in Bezug auf den SDZ Standard. Die Identifizierung anhand der
Retentionszeit und der zwei spezifischen Fragmentionen mittels UHPLC/QTRAP-Methode
wurde mittels hochauflésender Massenspektrometrie (HPLC/QTOF-Methode) abgesichert (vgl
Tab. 9.2). Dazu wurden die experimentellen Massen mit den theoretischen Massen des
Molekiilions sowie der Produktionen verglichen.

Tab. 9.2: Theoretische und experimentell bestimmte Massen von 4-OH-SDZ und drei spezifischen
Fragmenten.

[M+H]* (m/z)
theoretisch experimentell Abweichung [ppm]
C10H11N403S (4-OH-SDZ) 267,05464 267,05474 0,4
CcHeNO2S 156,01138 156,01155 1,1
C4HgN30 112,05054 112,05003 -4,5
CcHsNO 108,04439 108,04469 2,8

In Abb. 9.8 sind die Gehalte von SDZ und 4-OH-SDZ im direkten Vergleich in den Jahren 2001,
2005, 2009, 2015 und 2017 dargestellt. Im Oberboden der BDF konnten durchgingig hohere
Gehalte von SMZ als von SDZ nachgewiesen werden (vgl. 9.1.2). Die Abgabemengen nach
Wallmann (2016) sind fiir SDZ jedoch hoher als fiir SMZ. Die Summe von SDZ und seinem
Transformationsprodukt 4-OH-SDZ entspricht ungefahr der nachgewiesenen Menge von SMZ.
Geringere Gehalte fiir SDZ konnen folglich teilweise auf die Bildung des
Transformationsproduktes zuriickgefiihrt werden. Aufgrund dieser Transformationsprodukte
besteht die Moglichkeit, dass die Gehalte von SDZ in Béden und somit die mikrobiologische
Gesamtwirkung, unterschatzt werden, da 4-OH-SDZ immer noch eine schwache antimikrobielle
Aktivitat besitzt (Nouws et al, 1985). Die Verbindung ist, wie bereits beschrieben, ein
Hauptmetabolit des SDZ (Forster et al., 2009; Sittig et al.,, 2014; Unold et al, 2009). Die Summe
von SDZ mit 4-OH-SDZ spiegelt daher den Gesamtgehalt von SDZ im Boden gut wider. Die
Bestimmung von 4-OH-SDZ sollte demnach bei der Bewertung von SDZ in Bdéden immer

erfolgen.
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Abb. 9.8: SDZ- (schwarz) und 4-OH-SDZ -Gehalte (grau) im Oberboden der Jahre 2001,2005,2009,2015 und
2017. * 4-OH-SDZ Gehalt im Jahr 2001 < BG aber > NWG SDZ. SDZ Gehalte (Jahre 2001-2015) der LLE Fraktion
sind < BG (7d) aber > BG (10 min).

In Abb. 9.8 sind neben den Ergebnissen der retrospektiven Studie bis zu dem Jahr 2015 auch die
Ergebnisse der frischen Proben von 2017 dargestellt. Erkennbar sind deutlich héhere Gehalte in
den frischen Proben im Vergleich zu den vorigen Jahren. Aufgrund der jahrlichen
Abgabemengen kann nicht von einer plétzlich erhohten Anwendung ausgegangen werden, die
zu einer Erhohung der SDZ-Gehalte im Boden fiihren wiirde. Es sein denn, dass der
verantwortliche Tierarzt das Prdparat wechseln wiirde. Diese Gegeniiberstellung verdeutlicht
die Unterschiede zwischen gealterten und frischen Proben. Unter Alterungsprozess wird hier die
Bildung von nicht extrahierbaren Riickstdnden verstanden, die im Verlaufe der Kontaktzeit
zunehmen, wie auch Stoob et al. (2006) zeigten. Diese Prozesse finden demnach nicht nur im
kompletten Boden/Wasser-System des Feldes statt, sondern auch bei Lagerung der Proben der
einzelnen Bodenschichten. Ein direkter Vergleich zwischen den Gehalten der retrospektiven

Studie und den frischen Proben aus 2017 ist somit nicht moglich.

Die hohen Gehalte von 4-OH-SDZ in den frischen Proben sind dagegen ein Hinweis darauf, dass
SDZ schon vor der Ausbringung auf die landwirtschaftliche Nutzfliche einer Transformation
unterlag. Dies ist wahrscheinlich, da die Transformation im Tiermetabolismus sowie die
Transformation von SDZ zu 4-OH-SDZ in der Wirtschaftsdiinger-Fermentation bekannt ist

(Garcia-Galan et al., 2008; Mohring et al., 2009).

Vergleicht man die Verhaltnisse von SDZ zu 4-OH-SDZ in den Jahren 2001 bis 2017, variieren
diese stark (Abb. 9.8). Im Jahr 2001 liegt das Verhdltnis bei 2:1, in den Jahren 2005, 2009 und
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2015 bei ungefdhr 1:1 und im Jahr 2017 sogar bei 1:2. In den dltesten Proben iiberwiegt somit
der Anteil an SDZ. Bei jiingeren Proben verdndert sich das Verhdltnis, so dass SDZ und sein
Transformationsprodukt in gleichen Anteilen vorliegen. In den frischen Proben iiberwiegt der
Gehalt von 4-OH-SDZ. In der Tiefenprofilanalyse zeigte 4-OH-SDZ das gleiche Verhalten wie die
Muttersubstanz und konnte, analog zu SDZ, nicht im Unterboden nachgewiesen werden. Das
Verschieben der Verhdltnisse kann daher nicht auf eine Auswaschung des
Transformationsproduktes zurtlickgefithrt werden, sondern muss auf ein unterschiedliches

Verhalten im Oberboden zuriickgehen.

Ein unterschiedliches Verhalten im Oberboden kénnte durch das Modell von Zarfl et al. (2009)
fiir SDZ beschrieben werden. Sie teilen die Riickstinde in Bdden in drei Fraktionen ein: die leicht
extrahierbare Fraktion (EAS), die schwer extrahierbare Fraktion (RES) und die
nicht-extrahierbare Fraktion (NER). Ihr Modell besagt, dass nur in der EAS-Fraktion die
Hydroxylierung und die Deacetylierung stattfinden konnen. Zusatzlich koénnen nur die
Muttersubstanz und 4-OH-SDZ in die NER-Fraktion iibergehen. SDZ, 4-OH-SDZ und das
acetylierte-SDZ konnen in die RES-Fraktion tbergehen und aus dieser wieder freigesetzt
werden. Die acetylierte Form kann aber nicht weiter in die NER-Fraktion tibergehen. Weiterhin
ermittelten Zarfl et al. (2009) fiir den Ubergang von 4-OH-SDZ in die NER eine niedrigere
Geschwindigkeitskonstante als fiir den Ubergang von SDZ. Demnach wird SDZ schneller in der
NER-Fraktion im Boden gespeichert als 4-OH-SDZ. Dies konnte die variierenden Verhaltnisse
erklaren. Die kiirzere Zeitspanne zwischen Probennahme und -aufarbeitung aus dem Jahr 2017
konnte verantwortlich fiir den grofderen Gehalt an 4-OH-SDZ sein, weil schon mehr SDZ in die
NER-Fraktion iibergegangen ist. Eine Riicktransformation von 4-OH-SDZ in SDZ wird bei dem
Modell von Zarfl et al. (2009) ausgeschlossen.

9.1.6 Methodenvergleich

Die Bestimmung der Sulfonamide in den Proben der BDF erfolgte sowohl mit der neu
entwickelten LLE als auch mit der MWE. Der Vergleich von LLE und MWE zeigt, dass durchweg
hohere Gehalte mit der MWE erzielt werden konnten (vgl. Abb. 9.9). Dies war aufgrund der
harscheren Extraktionsbedingungen der MWE zu erwarten. Diese Ergebnisse bestitigen die
Studien von Forster et al. (2009) und Raich-Montiu et al. (2010), dass die MWE eine effizientere
Methode fiir die Extraktion von Sulfonamiden aus gealterten Boden darstellt. Mittels MWE
konnte drei bis vier Mal so viel SDZ und SMZ als mit LLE extrahiert werden. Die Extraktion von
SGU war mittels MWE sogar um den Faktor sechs erhoht. Das Verhalten der drei Sulfonamide
liber die Jahre hinweg ist fiir beide Extraktionsmethoden jedoch identisch. Fiir SGU und SDZ sind
gleichbleibende Gehalte im Beobachtungszeitraum zu verzeichnen. Die Gehalte von SMZ

unterliegen im Verlauf der 15 Jahre einer Abnahme.
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Abb. 9.9: Vergleich der mittels MWE (schwarz) und LLE (grau) ermittelten Gehalte im Oberboden fiir SGU, SDZ
und SMZ fiir die Jahre 2001, 2005, 2009 und 2015, SDZ Gehalte der LLE Fraktion sind < BG (7d) aber > BG
(10 min), die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Die y-Achsen sind unterschiedlich.

In Tab. 9.3 sind die SMZ-Gehalte fiir die Friithjahrsproben aus dem Jahr 2002 dargestellt, welche
mit drei verschiedenen Methoden bestimmt wurden. Die Spalte LLE* zeigt die Gehalte, die mit
der Methode nach Hamscher et al. (2005a) bestimmt wurden. Die Spalten LLE und MWE zeigen
die Gehalte, die mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden ermittelt wurden. Auch bei
diesem Vergleich wurde mittels MWE insgesamt eine hohere Menge an Analyt in den Proben
nachgewiesen. Verglichen werden hier die SMZ-Gehalte, da Hamscher et al. (2005a) kein SDZ in
den Proben nachweisen konnte. Mit der Methode konnten auch nur geringe Mengen SMZ in den
Proben nachgewiesen werden. Dabei wurde in der Bodenprobe K3 mit einer Bodentiefe von
0-10 cm mit 2,4 pg/kg der hochste Gehalt bestimmt. Wobei anzumerken ist, dass die LLE*-Werte
nahe der Bestimmungsgrenze liegen.

Mit der in dieser Arbeit entwickelten LLE-Methode konnten héhere SMZ-Gehalte bestimmt
werden. Interessant ist hierbei, dass mit den Methoden LLE und MWE ebenfalls der hochste
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Gehalt an SMZ in der Bodenprobe K3 (Bodentiefe 0-10 cm) bestimmt wurde. Weiterhin ist
wichtig zu bedenken, dass die Proben bis zum Zeitpunkt der Aufarbeitung 15 Jahre gelagert
wurden. Eine Korrelation ist somit eindeutig vorhanden und verdeutlicht die Effizienz der hier
entwickelten Methoden sowie die Persistenz der Analyten. Die Durchfiihrung der LLE
unterscheidet sich, wie in Kapitel 6.4.2 gezeigt, stark von der Durchfiihrung der LLE* nach
Hamscher et al. (2005a). Die Extraktionskraft der hier entwickelten LLE-Methode ist demnach
hoher. Auf die verschiedenen Fraktionen nach Zarfl et al. (2009) bezogen, konnte die kurze LLE*
Extraktion die EAS darstellen. Die langere LLE dabei eine Mischung aus EAS und RES und die
MWE die RES.

Zusatzlich wird deutlich, dass die einzelnen Kernflachen grofde Unterschiede aufweisen, obwohl
diese den gleichen Witterungslagen ausgesetzt waren sowie die gleiche Aufgabe an
Wirtschaftsdiinger erfahren haben (vgl. Tab. 9.3). Dies bestatigt, dass Boden eine sehr komplexe
und inhomogene Matrix ist, welche schon innerhalb eines Feldes zu unterschiedlichem
Verhalten der aufgetragenen Antibiotika fiihren kann. Auch in Wirtschaftsdiinger selbst kann
schon eine inhomogene Verteilung der Sulfonamide vorliegen, zum Beispiel durch Sorption an

organische Partikel.

Tab. 9.3: Vergleich der ermittelten SMZ-Gehalte [ug/kg] der Friihjahrproben aus dem Jahr 2002.

Bodentiefe [cm] Teilflache Gehalt [pg/kg]

LLE * LLE MWE

0-10 K1 <1 4,4 15,2

0-10 K2 2,1 6,3 19,7

0-10 K3 2,4 11,3 34,3

0-10 K4 <1 3,4 10,4
""""" 1020 KL <« 49 129

10-20 K2 2,2 9,1 29,0

10-20 K3 1,7 8,5 25,0

10-20 K4 1,0 6,6 18,8
""""" 2030 KL <1 43115

20-30 K2 2,1 9,3 28,2

20-30 K3 1,2 7,2 16,0

20-30 K4 1,0 7,2 19,4
""""" 3040 KL <« 21 57

30-40 K2 1,2 5,2 15,8

30-40 K3 <1 2,7 7,7

30-40 K4 <1 51 12,5

LLE*: Fliissig-Fliissig-Extraktion nach Hamscher et al. (2005a), einzelne Gehalte als personliche Mitteilung
erhalten (Hamscher, 2018).

Abschliefiend ist hier zu verdeutlichen, dass sowohl mit den Ergebnissen der LLE, als auch mit

den Ergebnissen der MWE, das Verhalten von SGU, SDZ und SMZ in den gealterten Proben der
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BDF beschrieben werden konnte. Mittels MWE konnen dabei hohere Gehalte nachgewiesen
werden. Diese spielen fiir die Betrachtung des Verhaltens aber eine geringere Rolle. Wichtig sind
die Ergebnisse der MWE dennoch, um sich dem absoluten Gehalt der Sulfonamide im Boden
anzundhern. Als definitiv absolute Gehalte kann man sie jedoch nicht bezeichnen, da auch
mittels MWE die NER-Fraktion wahrscheinlich nicht oder nur unvollstindig erfasst wird. Dies
war daran erkennbar, dass sich auch die MWE-Gehalte in frischeren Proben von denen in
gealterten Proben deutlich unterschieden. Die Extraktionseffizienz der hier entwickelten LLE ist
aber mehr als ausreichend fiir aussagekraftige Ergebnisse tiber das Verhalten der Sulfonamide
in gealterten Bodenproben. Zuséatzlich ist mittels LLE nicht nur die Bestimmung von
Sulfonamiden moglich, sondern auch die Bestimmung von Tetracyclinen. Dieses stellt den

entscheidenden Vorteil der LLE dar (vgl. Kap. 6.4 und Kap. 6.6.).

9.2 Verhalten von Tetracyclinen

Die BDF wurde in den Studien von Hamscher et al. (2002) und Hamscher et al. (2005a) bereits
auf die Tetracycline OTC, CTC und auf das TC selbst hin untersucht. OTC konnte weder im Boden
noch in der, von 2000 bis 2002, verwendeten Schweinegiille detektiert werden. TC und CTC
dagegen wurden in der Schweinegiille und in den Proben der BDF von 2000 bis 2003
nachgewiesen. Mit der hier entwickelten LLE wurden die Proben der BDF von 2001 bis 2017 auf
die zuvor genannten drei Tetracycline, sowie zusatzlich auf das Doxy und das

Transformationsprodukt von CTC, das IsoCTC, hin untersucht.

In den Proben konnte, wie in den Studien von Hamscher et al. (2002) und Hamscher et al
(2005a) TC nachgewiesen werden. CTC konnte aufgrund der hoheren NWG mit dieser Methode
nicht nachgewiesen werden, jedoch [IsoCTC. Zusitzlich wurde ein weiteres
Transformationsprodukt, das Seco-cyclin detektiert. In den nachfolgenden Kapiteln wird auf die

Ergebnisse der Tetracyclinbestimmungen in der untersuchten BDF genauer eingegangen.

9.2.1 Retrospektive Untersuchung

Wie auch bei den Sulfonamiden erfolgte die retrospektive Untersuchung anhand der Proben aus
den Jahren 2001, 2005, 2009 und 2015 und umfasst somit 14 Jahre. Insgesamt ist das Vorgehen
der Auswertung der Tetracycline identisch mit denen der Sulfonamide. Die gemittelten Werte
der Kernflachen K1-K4 werden verwendet, um ein Gesamtbild des Feldes widerzuspiegeln. Auch
hier wird der Gehalt im Oberboden als Mittelwert aus den drei entnommen 10 cm Schichten
angegeben. Alle angegebenen Tetracyclingehalte beschreiben die Summe des jeweiligen

Tetracyclins und seines 4-Epimers.

In allen untersuchten Jahren konnte TC im Oberboden der BDF nachgewiesen werden (vgl. Abb.

9.10 A). Die Gehalte sind mit einem Bereich von 50 pg/kg bis 230 pg/kg im Vergleich zu den
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Gehalten der Sulfonamide deutlich héher. Fir SDZ und SMZ wurden Gehalte <10 pg/kg
bestimmt. Die Einsatzmenge von TC ist demnach in dieser Gegend bzw. bei dem Landwirt, der
die Giille liefert, hoher. Dies zeigen auch die Gehalte von TC in der Schweinegiille, die zur
Bewirtschaftung in den Jahren 2000 bis 2002 verwendet wurde (Hamscher et al., 2005a). Diese
sind ungefahr 3-4 mal hoher als die Gehalte der Sulfonamide. Héhere TC-Gehalte in Boden sind

demnach realistisch.

Die Gehalte weisen ab dem Jahr 2005 auf einen leichten Anstieg hin. Daraus koénnte
geschlussfolgert werden, dass fiir TC eine gesteigerte Anwendung erfolgt. Dies ist aufgrund der
sinkenden Einsatzmengen aber eher unwahrscheinlich. Von 2011 bis 2017 sanken
deutschlandweit die Abgabemengen von Tetracyclinen um 67 % (BVL, 2018a). Bereits bekannt
ist, dass Tetracycline im Oberboden verbleiben (Hamscher et al, 2005a), so dass eine

Auswaschung wenig wahrscheinlich ist.
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Abb. 9.10: (A) Mittelwerte der Tetracyclingehalte im Oberboden in den Jahren 2001, 2005, 2009, 2015;
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der einzelnen Bodenschichten und Kernflichen dar; (B)
Vergleich der Tetracyclingehalte in den einzelnen Schichten im Oberboden im Jahr 2001 (grau) mit den
Gehalten 2001* nach Hamscher et al. (2005a) (schwarz); die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
der vier Kernflichen dar. Die y-Achsen sind unterschiedlich.

Figueroa et al (2004) zeigten, dass der Sorptionsmechanismus von TC in Tonbdden
hauptsachlich auf Kationenaustausch-Reaktionen zuriickzufiihren ist. Je hoher der pH-Wert des
Bodens ist, umso niedriger ist demnach die Adsorption von TC an Bodenbestandteile und eine
hohere Mobilitdt ist die Folge (Figueroa et al., 2004). Der pH-Wert der BDF-Proben liegt in den
verschiedenen Schichten in einem Bereich von 4,1-4,7. TC liegt bei diesen Werten zum Teil in
kationischer Form vor (Tavares und McGuffin, 1994). Der pH-Wert der hier untersuchten

Proben deutet daher auch auf eine geringe Mobilitat von TC hin. Die zusatzlich leicht steigenden
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Gehalte iiber die Jahre hinweg konnten auf die geringe Mobilitit zuriickzufiihren sein. Figueroa-
Diva et al. (2010) erklarten zusatzlich, dass die Substituenten der verschiedenen Tetracycline
nur geringe Effekte auf eine Sorption in Boden haben. Somit kann davon ausgegangen werden,
dass auch andere Analyten der Antibiotikaklasse der Tetracycline ein dhnliches Verhalten im
Boden aufweisen. Die pH-Wert-abhdngige Mobilitdt stimmt gut mit den Ergebnissen von Pan
und Chu (2017) iiberein. Die Autoren konnten feststellen, dass die untersuchten Antibiotika in
Boden mit Bewdsserung von saurem Regen eine geringe Mobilitit aufwiesen. Teixido et al
(2012) implizierten, dass der Einfluss des pH-Wertes auf die Sorptionseigenschaften der
Tetracycline grofier ist als Kationenaustauschreaktionen und der Tongehalt des Bodens. Da es
sich bei dem Boden der BDF um einen Sandboden handelt und eine hohe Sorption der

Tetracycline vorliegt, scheint der pH-Wert auch hier eine grofde Rolle zu spielen.

Flir eine schwache Akkumulation von TC im Oberboden sprechen die Ergebnisse der
Oberbodenproben aus dem Jahr 2001 im Vergleich zu den Ergebnissen von Hamscher et al
(2005a) (vgl. Abb. 9.10 B). Dabei handelt es sich um das gleiche Probenmaterial. Dieses wurde
nach Probenahme im Jahr 2001 frostfrei bei unter 20 °C im Dunkeln gelagert, eine weitere
Konservierung erfolgte nicht. Der Vergleich zeigt, dass die ermittelten Gehalte fiir beide
Extraktionsvarianten in der gleichen Grofdenordnung liegen. Dabei wurden unterschiedliche
Methoden zur Probenaufarbeitungen, sowie unterschiedliche Messsysteme verwendet.
Zusatzlich liegen zwischen den Aufarbeitungen 16 Jahre. Damit wird die generelle
Anwendbarkeit der neu entwickelten Methode mit realen Proben bestatigt, vor allem auch im

Hinblick auf die Inhomogenitit der Matrix Boden.

In 16 Jahre gelagerten und somit gealterten Proben erfolgte demnach keine oder nur eine
geringe Abnahme der TC-Konzentration. Dies weist auf eine sehr hohe Persistenz von TC im
Oberboden hin. Da wie bereits beschrieben keine Konservierung der Proben erfolgte, konnte
dieses Szenario das Verhalten von TC in den landwirtschaftlichen Nutzflachen in realistischer
Form darstellen. Von einer dauerhaften Belastung der Béden mit TC ist daher auszugehen.
Bemerkenswert ist, dass die meisten Tetracycline im Unterschied zu den vollsynthetischen
Sulfonamiden natiirliche Stoffe darstellen (vgl. Kap. 5.2 und Kap. 5.3). Dies zeigt, dass nicht nur

vollsynthetische Substanzen, sondern auch Naturstoffe eine hohe Persistenz aufweisen kénnen.

9.2.2 Tiefenprofilanalyse

Flr die Tiefenprofilanalyse wurden die TC-Gehalte in den einzelnen Bodentiefen in den Proben
des Jahres 2017 bis zu einer Tiefe von 60 cm bestimmt (vgl. Abb. 9.11). Dabei handelte es sich
also um frisches Probenmaterial. Wie in Kap. 9.1.5 anhand der Ergebnisse fiir SDZ und 4-OH-SDZ
gezeigt, unterliegen die Proben Alterungsprozessen. Auch fiir TC konnten im Vergleich zu den

Ergebnissen der retrospektiven Studien in den Proben aus 2017 deutlich héhere Gehalte im
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Oberboden ermittelt werden (vgl. Kap. 9.2.1). In der Bodentiefe 0-10 cm konnten sogar 1 mg/kg
TC quantifiziert werden. Bei Betrachtung der TC-Gehalte in den darunter liegenden Schichten
des Oberbodens fillt eine starke Abnahme der Gehalte auf. In den Proben der vorigen Jahre sind
die Gehalte in den einzelnen Schichten des Oberbodens &dhnlich (vgl. Abb. 9.10 B). Diese
deutlichen Unterschiede weisen auf eine geringere Vermischung des Oberbodens nach
Aufbringung des Wirtschaftsdiingers hin. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass die Proben
kurz vor dem Pfliigen des Feldes entnommen wurden, so dass die Verteilung von TC im
Oberboden noch nicht abgeschlossen war. Abb.9.11 kénnte daher als Momentaufnahme
angesehen werden, welche ein Worst-Case-Szenario nach Aufbringung des Wirtschaftsdiingers

zeigt.

Fiir eine Einordnung der ermittelten TC-Gehalte konnen die Auflagen bei einer Neuzulassung
von veterindrmedizinischen Produkten herangezogen werden. Im Rahmen des
Zulassungsverfahrens miissen von dem Inverkehrbringer Schatzungen vorgenommen werden,
welche Gehalte in der Umwelt zu erwarten sind unter der Annahme eines Worst-Case-Szenarios
(vollstandige Ausscheidung, kein Abbau). Entscheidend sind dabei sogenannte , Triggerwerte".
Fiir das Kompartiment Boden liegt dieser Wert bei 100 pg/kg, unabhéngig von der jeweiligen
Substanz (EMEA, 2009). Bezogen auf den TC-Gehalt in der Bodentiefe 0-10 cm, wurde der
Triggerwert um ein zehnfaches {iberschritten. Folglich miissten fiir TC weitere
Umweltvertraglichkeitsprifungen durchgefiihrt werden, wenn es sich dabei um einen
neuzuzulassenden Wirkstoff handeln wiirde. TC wurde vor dieser Neuregelung zugelassen, so
dass keine Umweltvertraglichkeitspriifung durchgefiihrt wurde. Dies musste auch nachtraglich
nicht mehr geleistet werden (Winckler und Grafe, 2000; Winckler, 2004). Die sehr hohen
Wirkstoffkonzentrationen in den Proben 2017 konnten, wie bereits erwdhnt, auf
unzureichendes Pfliigen zuriickzufiihren sein. Betrachtet man aber erneut die Ergebnisse der
retrospektiven Studie (Abb. 9.10 A), so liberschreiten auch die Gehalte in den zuriickliegenden
Jahren, bis auf das Jahr 2005, eindeutig den Triggerwert. Im Hinblick auf die hohe Stabilitdt und
die moégliche schwache Akkumulation von TC kénnen langfristige Auswirkungen auf Boden nicht
ausgeschlossen werden. Darunter féllt zum Beispiel die Unterstiitzung der Bildung von
Resistenzen oder der Einfluss auf die Bodenfauna (Jechalke et al, 2014). Auch die Aufnahme in

Pflanzen ist prinzipiell moglich (Kumar et al., 2005).
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Abb. 9.11: TC-Gehalte [pg/kg] in den Proben aus 2017 in den einzelnen Bodenschichten von 0-60 cm. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der vier Kernflichen da, n.d.: nicht detektiert.

TC verbleibt wie in Kap. 9.2.1 bereits erldutert im Oberboden. Die Grenze zum Unterboden liegt
bei 30 cm. Ab dieser Tiefe nimmt der organische Anteil im Boden stark ab (vgl. Abb. 2.1). Wie
zuvor dargestellt, ist die Mobilitit von TC in den Proben der BDF vermindert. Neben den
erwahnten Kationenaustausch-Reaktionen sind Tetracycline starke Komplexbildner. Diese
Komplexierung in Boden stellt, neben den Kationenaustausch-Reaktionen, ebenfalls einen
Sorptionsmechanismus von Tetracyclinen dar (Figueroa-Diva et al., 2010). Die verschiedenen
Einfliisse auf die Sorptionseigenschaften von Tetracyclinen werden in der Literatur umfassend
diskutiert. Dazu zdhlen divalente Kationen, Metalloxide, Huminsdauren sowie Huminstoffe, der
Tonanteil, aber auch der Anteil an organischem Material sowie der pH-Wert (Jones et al.,, 2005;
Pils und Laird, 2007; Sassman und Lee, 2005; Tanis et al., 2008; Teixido et al., 2012; ter Laak et
al, 2006). Im Oberboden sind im Vergleich zum Unterboden deutlich stiarkere Einfliisse und
vielfdltigen Reaktionspartner vorhanden. Tetracycline liberschreiten daher in dem Boden der
BDF die Grenze von 30 cm nicht, das zeigten auch schon Hamscher et al. (2005a). In den Proben
aus dem Jahr 2017 wurde dennoch TC in der Bodentiefe von 30 cm bestimmt (Abb. 9.11). Das
bedeutet jedoch nicht, dass TC in diese Bodentiefe verlagert worden ist. Die Probennahme stellt
einen komplexen Vorgang dar. Das Abtragen der einzelnen 10 cm-Schichten kann aufgrund von
natiirlichen Gegebenheiten und vor allem auch durch das Pfliigen nicht immer gewdahrleisten,
dass ein scharfe Trennung zwischen Ober- und Unterboden stattfindet. Eine leichte Vermischung
von Bodenschichten wahrend der Probennahme ist daher mit hoher Wahrscheinlichkeit der
Grund fiir die Detektion von TC im Unterboden. Erkennbar ist dies auch an dem sehr geringen

Gehalt. Bei einer Auswaschung waren hohere Gehalte zu erwarten (vgl. Abb. 9.4).
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9.2.3 Vergleich der Riickstandsgehalte im Friihjahr und Herbst

Fiir Sulfonamide konnte keine Abhangigkeit der Gehalte von der Jahreszeit festgestellt werden.
In Abb. 9.12 sind die TC-Gehalte Friihjahr-Herbst-Friihjahr von 2008 bis 2009 im Oberboden
dargestellt. Insgesamt spiegelt die Darstellung die Ergebnisse der retrospektiven Untersuchung
(Kap 9.2.1.), fiir einen kleinen Ausschnitt, wider. Auch hier wird eine tendenzielle Zunahme der
Gehalte beobachtet. Die TC-Gehalte scheinen demnach sehr stabil zu sein und keiner
Beeinflussung durch Temperatur und Niederschlagsmenge zu unterliegen. Diese Ergebnisse
deuten folglich auch auf eine schwache Akkumulation und eine Persistenz von TC in Boden hin.
Dies widerspricht den Ergebnissen der Studie von Awad et al. (2014). Sie konnten zum Teil
hoéhere Gehalte im Herbst als im Frithjahr nachweisen. Anzumerken ist hier jedoch, dass es sich
in der Studie um Bodenproben aus der Nadhe einer Schweinegiille-Kompostieranlage handelte
und nicht um eine landwirtschaftliche Nutzflache. Dort ist ein kontinuierlicher Eintrag durch die
dauerhafte Lagerung von Giille moglich. Auf die BDF wird zwar regelmafdig Wirtschaftsdiinger
aufgetragen; es liegt jedoch kein dauerhafter Kontakt mit frischem Material vor. Eine
jahreszeitliche Abhdngigkeit der TC-Gehalte im Boden der BDF liegt somit nicht vor. Wie fiir die
Sulfonamide (vgl. Kap. 9.1.4) zeigen die Ergebnisse der retrospektiven Studie und der Vergleich
der Jahreszeiten dhnliche Bilder. Dies ist insofern bemerkenswert, da sogar schon innerhalb
eines Jahres eine Zunahme von TC beobachtet wird, welches durch die retrospektive Studie tiber

14 Jahre bestitigt wurde (vgl. Kap. 9.2.1).
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Abb. 9.12: TC-Gehalte [pg/kg] in Abhdngigkeit der Jahreszeiten (Friihjahr 2008, Herbst 2008, Friihjahr 2009)
im Oberboden. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der einzelnen Schichten des Oberbodens
und der Kernflachen dar.

9.2.4 Bestimmung von Isochlortetracyclin
In die neue entwickelte LLE mit anschlieRender UHPLC/QTRAP-Methode, wurden fiinf

Tetracycline integriert. Die Ergebnisse fiir TC wurden in den vorigen Kapiteln erlautert. OTC und
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Doxy wurden in keiner der Proben identifiziert. CTC wurde indirekt als IsoCTC bestimmt. Als
Antibiotikum in der Tiermedizin wird nur CTC eingesetzt, nicht aber IsoCTC. Dies wird anhand
der Veroffentlichungen der Abgabemengen an antimikrobieller Grundsubstanz des BVL deutlich
(Wallmann, 2014; Wallmann, 2015; Wallmann, 2016). Folglich wurde durch die Detektion von
IsoCTC der Einsatz von CTC nachgewiesen. IsoCTC ist zudem kein zugelassener Wirkstoff

(PharmNet.Bund, 2018).

IsoCTC stellt das Isomerisierungsprodukt von CTC dar (Abb. 9.13). Die Isomerisierung ist eine
irreversible Reaktion und findet ab einem pH-Wert > 7 statt. Auch OTC und TC konnen einer
Isomerisierungsreaktion unterliegen. Diese finden aber erst bei hoheren pH-Werten statt. CTC
ist demnach empfindlicher fiir diese Reaktion (Diirckheimer, 1975; Halling-Sgrensen et al,
2002; Waller et al., 1952). Die untersuchten Proben der BDF weisen einen pH-Wert von 4,1-4,7
auf. Die Bedingungen fiir eine Isomerisierung im Boden sind daher eher ungiinstig. Giinstigere
Bedingungen liegen jedoch in Wirtschaftsdiinger vor. Diese haben meist einen neutralen bis
schwach basischen pH-Wert (Dolliver et al., 2008; Stone et al.,, 2009). Eine mdégliche Bildung von
[soCTC aus CTC zeigten Spielmeyer et al (2017b) wéahrend der Fermentation von
Wirtschaftsdiinger. Der pH-Wert des verwendeten Fermenterinhaltes lag dort ebenfalls im
basischen Bereich. Die Autoren =zeigten, dass IsoCTC auch in autoklavierter
Wirtschaftsdiingermatrix wahrend der Fermentation entsteht. Die Wahrscheinlichkeit einer
biotischen Bildung von IsoCTC wird deshalb als gering eingeschitzt. Weiterhin zeigten die
Autoren, dass auch fiir [soCTC, wie auch fiir CTC, iber die Dauer der Studie hinweg reduzierte
Wiederfindungen bestimmt werden konnten, die nicht auf eine Bildung von
Transformationsprodukten zuriickzufiihren waren. IsoCTC scheint demnach ein dhnlich starkes
Sorptionsverhalten wie Tetracycline aufzuweisen. Die Isomerisierung von CTC in der Matrix
Wirtschaftsdiinger ist demnach méglich. Die Bestimmung von IsoCTC wurde aufgrund dessen in

die Methode integriert.
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Abb. 9.13: Isomerisierung von CTC (links) in IsoCTC (rechts).

In den fritheren Untersuchung von Hamscher et al. (2002) und Hamscher et al. (2005a) konnten
CTC-Gehalte in den Proben der BDF zwischen 1 und 10 pg/kg (Ausnahme Friihjahr 2003
39 pg/kg) bestimmt werden. Auch in der verwendeten Schweinegiille der Jahre 2000 und 2001
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war CTC vorhanden, so dass definitiv in diesen Jahren CTC auf den Boden ausgebracht wurde. Im
Jahr 2002 konnte kein CTC in der Schweinegiille nachgewiesen werden. Eine Untersuchung von
[soCTC nahmen die Autoren jedoch nicht vor, so dass hierfiir keine Vergleichsdaten vorliegen. In
dieser Arbeit konnte, wie zuvor schon beschrieben, IsoCTC, jedoch kein CTC, im Boden
quantifiziert werden. Lediglich in den frischen Proben aus dem Jahr 2017 konnten mittels der
QTOF-Methode Spuren von CTC nachgewiesen werden, die aber unterhalb der BG lagen. Anders
als fiir TC, wurde IsoCTC nicht durchgéngig im Verlauf der Jahre im Oberboden detektiert (vgl.
Tab. 9.4). Die dargestellten Gehalte beziehen sich auf die Summe aus IsoCTC und seinem
4-Epimer. Dabei wurden in den gealterten Proben der Jahre 2001, 2009 und 2015 im Oberboden
[soCTC-Gehalte von 4,2-21,8 ug/kg ermittelt. In den Proben des Jahres 2005 konnte keine
[soCTC nachgewiesen werden. In den frischen Proben des Jahres 2017 wurden im Oberboden
Gehalte im Bereich von 7,6-38,8 pg/kg bestimmt. Wie schon im Kap. 9.1.5 erldutert, kdnnen
Riickstandsgehalte in frischen Proben aufgrund der Alterungsprozesse nicht direkt mit
gealterten Proben verglichen werden. In der Bodenschicht 30-40 cm aus dem Jahr 2017 konnte
ebenfalls IsoCTC bestimmt werden. Dies ist ebenso wie in Kap. 9.2.2 mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf eine Vermischung der Bodenschichten bei der Probennahme
zurtickzufiihren.

Tab. 9.4: Ermittelte IsoCTC-Gehalte [pg/kg] in den einzelnen Kernflichen im Oberboden der BDF in den
Jahren 2001, 2009, 2015 und 2017 und im Unterboden im Jahr 2017.

IsoCTC-Gehalte [ng/kg]

2001 K1 K2 K3 K4
0-10 cm 14,7 9,3 21,8 6,8
10-20 cm 13,0 8,1 9,0 6,0
20-30 cm 7,7 4,7 6,5 6,4
2009 K1 K2 K3 K4
0-10 cm - - - -
10-20 cm - 6,04 - 4,2
20-30 cm <BG - - -
2015 K1 K2 K3 K4
0-10 cm - - - -
10-20 cm - 7,2 7,3 -
20-30 cm - - - -
2017 K1 K2 K3 K4
0-10 cm 36,9 38,8 27,9 38,6
10-20 cm 24,8 7,6 - 9,7
20-30 cm 11,7 8,6 - -
30-40 cm 6,3 - - -

(-): nicht detektiert
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Der Nachweis von IsoCTC in den Proben aus 2001 korreliert also gut mit den Ergebnissen von
Hamscher et al. (2002), die CTC-Gehalte in diesem Jahr bestimmen konnten. Denn die
Grofdenordnung der IsoCTC-Gehalte stimmt gut mit den damaligen CTC-Gehalten tiberein. Nach
den Veroffentlichungen des BVL iiber die Abgabemengen der antimikrobiellen Grundsubstanz
reduzierte sich die CTC-Abgabe von 2013 bis 2015 von 110t auf 51t (Wallmann, 2014;
Wallmann, 2015; Wallmann, 2016). Da nur vereinzelt Gehalte detektiert wurden, kann das
Verhalten von CTC bzw. IsoCTC iiber die Jahre nicht nachverfolgt werden. Die Tatsache, dass in
den untersuchten Probenjahren 2002, 2009, 2015 nur vereinzelt IsoCTC bestimmt werden
konnten, weist gegebenenfalls auf einen geringen oder gar keinen CTC-Einsatz in diesen Jahren
hin. Der kontinuierliche Nachweis in den Proben seit 2001 spricht dann fiir h6here Gehalte in
der damaligen verwendeten Schweinegiille und somit einer hoheren Einsatzmenge. Die nicht
quantifizierbare Menge von CTC in den frischen Proben koénnte auf einen geringen frischen

Eintrag von CTC deuten.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Frage, zu welchem Zeitpunkt die Isomerisierung
von CTC stattfindet. Der Nachweis von IsoCTC in den frischen Proben deutet entweder auf eine
Bildung in der Schweinegtille oder auf eine sehr schnelle Bildung im Boden hin.

Um eine mogliche Isomerisierung wiahrend der Probenaufarbeitung zu verhindern, erfolgte die
Extraktion mit Citratpuffer mit einem pH-Wert 4,7 (vgl. Kap. 13.6.3). Die Validierung der
Methode ergab fiir CTC eine Wiederfindung von 16 % und fiir IsoCTC von 200 % (Kap. 7.1).
Diese grofden Unterschiede sind zum Teil auf die bessere lonisierung von IsoCTC mittels ESI
zuriickzufiihren. Wie in Kap. 6.2.2 beschrieben, wurden fiir die Messung von CTC die
Gerateparameter optimiert und mogliche Probleme der geringen lonisierung untersucht. Jedoch
konnte keine deutliche Steigerung der lonisation erzielt werden. Zum Uberpriifen, ob IsoCTC
wahrend der Lagerung von mit CTC dotieren Proben stattfindet, wurde Kontrollboden mit CTC
dotiert und fiir sieben Tage bei Raumtemperatur gelagert. Spuren von IsoCTC konnten in diesen
Proben nachgewiesen werden. Da aufgrund des verwendeten Puffers eine Isomerisierung
wahrend der Probenaufarbeitung ausgeschlossen wurde, deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass nur eine geringfligige Isomerisierung wahrend der Lagerung der dotierten Proben
stattfinden kann. Die Bildung von IsoCTC in der Bodenmatrix kann demnach nicht
ausgeschlossen werden. Nach den Ergebnissen von Fokuhl (2018) findet die Isomerisierung
auch bei pH-Werten < 7 statt, aber deutlich langsamer. Die Reaktion scheint auch durch andere
Faktoren als den pH-Wert initiiert zu werden, da nur in den frischen Proben Spuren von CTC
mittels QTOF zu finden waren. Diese Faktoren konnten in der vorliegenden Arbeit allerdings
nicht weiter untersucht werden.

Dass in den gealterten Proben nur IsoCTC nachgewiesen wurde, konnte also daraus resultieren,

dass CTC im Boden iiber die Jahre hinweg isomerisiert. Aufgrund der hohen Gehalte in den
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frischen Proben spielt die Bildung von IsoCTC im Wirtschaftsdiinger die grofiere Rolle. In beiden

Kompartimenten scheint aber eine Bildung mdglich zu sein.

Auch wenn IsoCTC eine hundertfach schwachere antimikrobielle Aktivitat als CTC aufweist
(Halling-Sgrensen et al., 2002), werden durch die alleinige Bestimmung von CTC im Boden die
Gehalte dieser Verbindung unterschéatzt. Ob IsoCTC trotz seiner sehr schwachen mikrobiellen
Aktivitat noch einen Einfluss auf das Resistenzgeschehen haben kann, ist noch nicht untersucht
worden. Veroffentlichte Gehalte sollten demnach immer die Summe beider Substanzen
darstellen, da die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass CTC eine geringere Stabilitat
aufweist als andere Tetracycline. Da die lonisierung sowie die NWG von IsoCTC generell besser
sind als die fiir CTC, sollte in Betracht gezogen werden, eine gewollte Isomerisierung in
Bodenproben vor der Probenaufarbeitung zu induzieren, um eine moglichst vollstindige
Bestimmung von CTC zu erhalten. Grote et al. (2007) gaben in ihrer Studie an, dass mit einem
ammoniakalischen Puffer als Extraktionsmittel CTC in Boden vollstdndig isomerisiert wird. Dies
miisste jedoch weiter gepriift werden, da die Autoren keine weiteren Angaben oder Studien

diesbeziiglich veroffentlichten.

9.2.5 Weitere Transformationsprodukte

Das vorige Kapitel zeigte, dass CTC empfindlich fiir Transformationsreaktionen in
Umweltproben ist. Da nicht in allen Jahren IsoCTC und damit CTC nachgewiesen wurde, weist
dies moglicherweise auf weitere Eliminierungsreaktionen im Boden hin. Spielmeyer et al
(2017b) nannten als wichtige Eliminierungsreaktion von CTC und IsoCTC die Sorption. Diese
spielt allgemein fiir Tetracycline eine grofde Rolle (vgl. Kap. 9.2.2). Zusatzlich sollte eine weitere

Transformation von CTC und/oder IsoCTC, aber auch TC, in Betracht gezogen werden.

Transformationsreaktionen von Tetracyclinen in wassrigen Losungen sind bereits bekannt.
Dazu zahlt der Photoabbau durch UV-Strahlung, aber auch ein Abbau durch Photokatalyse
(Maroga Mboula et al., 2012; Oka et al, 1989). Die Chlorierung von Trinkwasser kann ebenfalls
zu einer Bildung von Transformationsprodukten fithren (Wan et al, 2013). Halling-Sgrensen et
al. (2002) demonstrierten Abbauprodukte fiir einzelne Tetracycline, ebenfalls in wassriger

Losung, unter natiirlichen Bedingungen.

Thiele-Bruhn und Peters (2007) zeigten, dass auch in Schweinegiille und Bodenoberflachen eine
Photolyse von Tetracyclinen moglich ist. Eine Untersuchung von Abbauprodukten wurde jedoch
nicht vorgenommen. Hamscher et al. (2002) begriindeten die niedrigeren Gehalte von TC in der
Bodenoberflache (0-10 cm), im Vergleich zu den iibrigen Schichten im Oberboden, zumindest
teilweise mit einem Photoabbau in den ersten Millimetern der Bodenschicht (siehe auch Balmer
et al. (2000)). Die Ergebnisse fiir TC (Abb. 9.11) in frischen Proben zeigen, dass der Einfluss des

Photoabbaus in den Proben der BDF als gering einzuschéatzen ist. Weiterhin zeigten Andreozzi et
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al. (2003), dass der Photoabbau durch die Anwesenheit von Huminsauren sowohl im positiven
als auch negativen Sinne beeinflusst werden kann. Fiir Diclofenac und Carbamazepin wirkte

Huminsaure als Schutz vor einem Photoabbau, fiir SMX dagegen aber als Sensibilisator.

Neben der Photolyse und anderen physikalischen Prozessen sind enzymatische
Transformationen von Tetracyclinen bekannt. Im Hinblick auf eine Reduzierung der
antimikrobiellen Aktivitit in der Abwasserbehandlung konnten Llorca et al (2015)
Transformationsprodukte von TC mit Enzymen generieren. Die Maoglichkeit der
Biotransformation von Tetracyclinen wurde von Shang et al. (2016) bestdtigt. Die Autoren
fiihrten mit dem Pilz Paecilomyces sp. eine Biotransformation mit Tetracyclinen durch. Diese
resultierten am Ende in zwei Gruppen an Transformationsprodukten, zum einen die
Seco-cycline, gebildet aus TC, CTC und Minocyclin, und zum anderen die Hemi-cycline aus OTC

und Doxy (vgl. Abb. 9.14).

Abb. 9.14: Strukturformeln Seco-cyclin (links) und Hemi-cyclin (rechts) nach Shang et al. (2016).

In der Arbeit von Fokuhl (2018) konnte die Struktur des Seco-cyclins bereits isoliert und
beschrieben werden. Aufgrund dessen wurden frische BDF-Bodenproben aus den Jahren 2016
bis 2018 auf die Anwesenheit dieser Verbindung untersucht. Dazu wurden die Bodenproben
zweimal wassrig aufgeschlossen und mittels SPE gereinigt (vgl. Kap. 13.6.11 und Kap. 13.6.3).
Die anschlief}ende Messung der Extrakte erfolgte mittels QTOF (vgl. Kap. 13.5.4). Die Masse
[M-H]- von Seco-cyclin mittels Fullscan, sowie drei spezifische Fragmente mittels
Produktionenscan, konnten in den Extrakten nachgewiesen werden. Die Abweichungen liegen
unter 5 ppm, welche allgemein als Identifizierungsgrenze anerkannt wird (ACS-Publications,
2018). Seco-cyclin wurde somit eindeutig in den BDF-Bodenproben identifiziert (vgl. Tab. 9.5).
Die Messung der Extrakte erfolgte dabei mit einem Puffer als Eluent. Die hier validierte
UHPLC-QTOF-Methode beinhaltete keinen Puffer, so dass das Seco-cyclin in diesen Messungen
nicht erfasst wurde. Die Identifizierung von Seco-cyclin ist im Vergleich zu den Ergebnissen von
Shang et al. (2016) plausibel, da dieses sich aus TC oder CTC bilden kann. TC wurde, wie in den
vorigen Kapiteln dargelegt, in hohen Mengen nachgewiesen. Insgesamt konnten jedoch nur
Spuren von Seco-cyclin detektiert werden. Dies konnte auf eine weitere Transformation oder auf

eine nur geringe Bildung von Seco-cyclin deuten. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden,
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dass die Bildung von Seco-cyclin schon im Wirtschaftsdiinger stattfindet und nicht erst ihm
Boden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Tetracycline in Béden sehr stabil sind. Dass
nur in Spuren nachweisbare Seco-cyclin legt nahe, dass die Wahrscheinlichkeit der Bildung von
weiteren Transformationsprodukten im Boden sehr gering ist.

Tab. 9.5: Theoretische und experimentell bestimmte Massen von Seco-cylin und drei spezifischen
Fragmenten.

[M-H]- (m/z)
theoretisch experimentell Abweichung [ppm]
C19H16NOg (Seco-cyclin ) 386,08814 386,08966 3,9
C19H130s 369,06159 369,06323 4,4
CgH30s5 178,99860 178,99816 -2,4
C7H304 151,00302 151,00368 -4,4

9.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der BDF-Analyse

Die Untersuchung von landwirtschaftlich genutzten Boden liefert viele Informationen iiber die
Anwesenheit von Antibiotika in der Umwelt. Ein Eintrag von Antibiotika in Boéden erfolgte aber
meist schon lange bevor das Bewusstsein tliber die Verbreitung der Antibiotika in der Umwelt
aufkam und entsprechende Analysen durchgefithrt wurden. Nur langfristige Studien von
praxisnah bewirtschafteten Ackerflichen kdénnen daher umfassende Informationen {iber
Verdnderungen liefern und das Verhalten der Wirkstoffe {iber die Jahre hinweg widerspiegeln.
Da die Analytik in jlngster Zeit immer sensitiver geworden ist, bietet ein sogenanntes
Bodenarchiv zuséatzlich den Vorteil, auch erst spiter in den Fokus geriickte Substanzen, wie
Transformationsprodukte, in gealterten Proben nachzuweisen. So kann auch fiir weit

zurlickliegende Jahre ein Gesamtbild der Bodenbelastung geschaffen werden.

Bodenproben der in dieser Arbeit untersuchten BDF lagen von den Jahren 2001 bis 2017 vor, so
dass die Moglichkeit gegeben war, dass Verhalten von Tetracyclinen und Sulfonamiden
retrospektiv zu untersuchen. In den Proben konnten die Sulfonamide SGU, SDZ und SMZ sowie
TC nachgewiesen werden. Die Sulfonamid-Gehalte im Oberboden liegen im Bereich von
0,5-50 pg/kg-Bereich. Die Gehalte von TC sind im Vergleich dazu deutlich héher und liegen
zwischen 50 pg/kg bis 250 pg/kg im Oberboden. In den frischen Proben aus dem Jahr 2017
konnten generell fiir alle Substanzen hohere Gehalte ermittelt werden. Fiir TC konnte den ersten
10 cm des Oberbodens ein Gehalt von bis zu 1 mg/kg bestimmt werden. Da die Bodenproben bei
der Lagerung Alterungsprozessen ausgesetzt sind, waren diese hoheren Gehalte in den frischen
Proben zu erwarten. Die Gehalte von TC im Oberboden iliberschreiten dabei den Triggerwert fiir

eine Umweltvertraglichkeitspriifung von 100 pg/kg um ein 10-faches. Aber nicht nur in den
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frischen Proben, bei denen unter Umstidnden ein unzureichendes Einpfliigen stattfand, sondern
auch in gealterten Oberbodenproben tiberschreitet der TC-Gehalt diesen Triggerwert sehr oft.

Eine jahreszeitliche Abhdngigkeit der Gehalte konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Das Verhalten der einzelnen Analyten iiber die Jahre hinweg war unterschiedlich. SDZ zeigte
einen nahezu gleichbleibenden Gehalt (1,2-1,7 pg/kg) iiber 16 Jahre, wohingegen SMZ einer
tendenziellen Abnahme (8,1-3,6 pg/kg) unterlag. Im Gegensatz dazu konnte fiir den TC-Gehalt
eine leichte Zunahme iiber die Jahre hinweg festgestellt werden. Die TC-Gehalte im Oberboden
im Jahr 2001 wurden mit den Werten der damaligen Bestimmung verglichen und zeigten, dass
nach 16 Jahren Lagerung die Grofdenordnung der Gehalte dhnlich war. Fiir SGU konnte keine
genaue Aussage liber das Verhalten getroffen werden, da offensichtlich ein nicht erklarbarer
diffuser Eintrag erfolgt, welcher sich in dem Verhalten tiber die Jahre hinweg widerspiegelt. Die
SGU-Gehalte schwankten im Untersuchungszeitraum deutlich, so dass sich im Gegensatz zu den
anderen Analyten kein klares Bild ergab. In fritheren Untersuchungen wurde SGU nicht
mituntersucht, so dass keine Vergleichsdaten vorliegen. Interessanterweise wurden im
Vergleich zu den liber den Wirtschaftsdiinger eingetragenen Sulfonamiden, SDZ und SMZ,
hohere SGU-Gehalte bis hin zu 50 pg/kg bestimmt. Durch die Untersuchungen konnte somit vor
allem eine hohe Persistenz von Tetracyclin, aber auch fiir Sulfonamide in Boden nachgewiesen

werden.

Neben dem unterschiedlichen Verhalten liber die Jahre hinweg, zeigten die Analyten auch
unterschiedliche Verhaltensweisen im Tiefenprofil. SDZ wurde nur im Oberboden
nachgewiesen. Eine Auswaschung von SDZ in den Unterboden und in das Grundwasser ist
demnach sehr unwahrscheinlich. Das gleiche Verhalten im Boden zeigte TC. Dieses konnte
ebenfalls nur im Oberboden nachgewiesen werden, so dass eine Verlagerung in das
Grundwasser unwahrscheinlich ist. SMZ und SGU dagegen zeigten einen Ubergang in die tieferen
Bodenschichten. Eine anschlieffende Auswaschung ist damit sehr wahrscheinlich. Pauschale
Aussagen iiber das Verhalten ganzer Antibiotikaklassen konnen allerdings nicht getroffen
werden. Dazu unterscheidet sich das Verhalten der hier bestimmten Sulfonamide SGU, SDZ und

SMZ zu sehr voneinander. Daher muss jeder Wirkstoff separat untersucht und bewertet werden.

Die Bestimmung der Sulfonamide erfolgte zusatzlich noch mit einer zweiten
Extraktionsmethode. Die MWE wird als harschere Methode angesehen, da sie unter Druck und
mit hoherer Temperatur arbeitet. Diese Bedingungen sind fiir Sulfonamide von Vorteil, da sie im
Boden unter anderem sequestriert werden. Mit MWE wurden wie erwartet hohere Mengen an
Sulfonamiden (SGU bis zu 87 pg/kg, SDZ bis zu 6 pg/kg, SMZ bis zu 25 pg/kg) in den Proben
bestimmt. In den frischen Proben aus dem Jahr 2017 konnte im Oberboden ein SGU-Gehalt von

158 pg/kg, ein SDZ-Gehalt von 9 pg/kg und ein SMZ-Gehalt von 15 pg/kg nachgewiesen werden.
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Eine gute Korrelation zwischen den Gehalten der Flissig-Fliissig-Extraktion und der MWE war
gegeben. Mittels MWE konnten demnach fester gebundene Riickstinde aus der Bodenmatrix

extrahiert werden.

Transformationsprodukte wurden ebenfalls identifiziert. Dazu zdhlen hydroxyliertes SDZ
(4-OH-SDZ) und IsoCTC, das Isomerisierungsprodukt von CTC. Auf die acetylierten Produkte von
SDZ und SMZ wurden die Bodenproben ebenfalls untersucht. Diese konnten jedoch nicht
nachgewiesen werden, was die Vermutung bestatigt, dass diese Produkte im Boden rasch wieder
deacetyliert werden konnen.

Das Umweltverhalten der Transformationsprodukte war &dhnlich zu dem ihrer
Muttersubstanzen. 4-OH-SDZ sowie IsoCTC wurden nur im Oberboden nachgewiesen, so dass
auch fiir diese Produkte ein geringes Auswaschungsrisiko besteht. 4-OH-SDZ wurde durchgingig
im Oberboden nachgewiesen (bis zu 3 pg/kg in der retrospektiven Untersuchung), wobei [soCTC
(bis zu 22 pg/kg in der retrospektiven Untersuchung) nur vereinzelt in den Jahren und
Bodenschichten des Oberbodens quantifiziert wurde. In frischen Proben konnten bis zu 9 pg/kg
4-OH-SDZ bestimmt werden. Auch wenn 4-OH-SDZ nur halbquantitativ bestimmt werden
konnte, konnte iiber die Jahre hinweg ein sich verdnderndes Verhéltnis zwischen
Muttersubstanz und Transformationsprodukt dargestellt werden. Dies liefert méglicherweise
einen ersten Hinweis darauf, dass beide Substanzen im Boden unterschiedlich schnellen
Sorptions-/Sequestrierungsprozessen unterliegen.

Die Bedingungen fiir die Bildung von IsoCTC sprechen dafiir, dass die Verbindung vor allem im
Wirtschaftsdiinger und nur in einem sehr geringen Ausmaf im Boden entsteht. Die Tatsache,
dass nur IsoCTC in den Proben bestimmt werden konnte aber nicht CTC, zeigt, dass eine
alleinige Bestimmung von CTC im Boden nicht ausreicht, da sie zu geringeren Befunden fithren
kann. Bis zu 39 pug/kg IsoCTC wurde in einzelnen Bodenschichten der frischen Proben aus dem
Jahr 2017 bestimmt. Die Bestimmung von IsoCTC ist fiir das Gesamtbild der CTC-Belastung des
Bodens wichtig, auch wenn IsoCTC eine geringere antibiotische Wirksamkeit aufweist. Ein
weiteres Transformationsprodukt von TC oder CTC das Seco-cyclin wurde identifiziert. Fiir eine

sichere Quantifizierung waren die Konzentrationen im Boden jedoch zu gering.

Abschliefiend sind in Tab. 9.6 die Nachweise der Analyten fiir alle untersuchten Jahre
zusammengefasst. Dabei wird zwischen Ober- und Unterboden differenziert. Deutlich zu
erkennen ist das dhnliche Verhalten von SDZ und 4-OH-SDZ sowie zwischen TC und IsoCTC
aufgrund der verwendeten Farbmuster. Auch die deutlich hoheren Gehalte an TC im Vergleich
zu den restlichen Analyten sind auffillig. Weiterhin ist in der gewahlten Darstellungsart auch

das dhnliche Verhalten von SGU und SMZ gut zu erkennen.
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Tab. 9.6: Nachweis der einzelnen Analyten (SGU, SDZ, 4-OH-SDZ, SMZ, TC und IsoCTC) in den untersuchten
Jahren (2001, 2002, 2005, 2008 Friihjahr, 2009 Hebst, 2015, 2017) im Ober- und Unterboden.

Jahre Bodentiefe 4-0OH-SDZ
2001 Oberboden
Unterboden
2002 Oberboden
Unterboden
2005 Oberboden
Unterboden
2008 Oberboden
(Friihjahr) Unterboden
2008 Oberboden
(Herbst)  Unterboden
2009 Oberboden
Unterboden
2015 Oberboden
Unterboden
2017 Oberboden
Unterboden

grau: nicht detektiert (<NWG 10 min), griin: nicht in allen Kernflachen detektiert, gelb: Nachweis

in allen Kernflachen, rot: Konzentration > 50pg/kg
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I1L. ALTRENOGEST

10 Einleitung

10.1 Hormone

Natiirliche Hormone sind korpereigene Stoffe, die fiir die Informationsiibertragung innerhalb
des gesamten Organismus von enormer Bedeutung sind. Sie stellen unter anderem die
lebenswichtige Entwicklung von Fertilitdt und Stoffwechsel sicher. Ihre Wirkung entfalten sie
liber spezifische Rezeptoren. Zu den wichtigen Hormonen gehdren die Sexualsteroide. Gebildet
werden diese in Hoden und Ovarien sowie in der Nebenniere und Placenta. Zu dieser wichtigen
Gruppe gehoren Gestagene, Estrogene und Androgene. Das Ausgangsmolekiil der Biosynthese
stellt Cholesterol dar (Abb. 10.1). Estrogene stellen die weiblichen Sexualhormone dar und sind
unter anderem wichtig fiir das Wachstum der weiblichen Geschlechtsorgane. Androgene, wie
zum Beispiel Testosteron, stimulieren die Ausbildung der mannlichen Geschlechtsmerkmale.
Gestagene, wie Progesteron, werden auch Schwangerschaftshormone genannt und sind eine
weitere wichtige Klasse der weiblichen Hormone. Aufgrund der geringen Kosten und einer
erhohten Wirksamkeit werden synthetische Steroidhormonderivate in der Tier- und
Humanmedizin eingesetzt. Zu den synthetischen Steroidhormonen mit Einsatz in der

Tiermedizin gehort Altrenogest (Ebert et al.,, 2010; Kroker, 2010a).

Abb. 10.1: Strukturformel von Cholesterol, Testosteron und Altrenogest (von links nach rechts).

10.2 Hormone als Tierarzneimittel

Nach der Verordnung iiber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung ist die Behandlung von
Masttieren mit estrogen, androgen oder gestagen wirksamen Tierarzneimitteln in Europa
grundsatzlich verboten. Vor allem die Verwendung von Hormonen zur Leistungssteigerung
wurde damit unterbunden. Ausnahmen fiir dieses Anwendungsverbot gelten fiir

lebensmittelliefernde Tiere, die nicht der Mast dienen. Bei diesen Tieren diirfen die natiirlichen
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Hormone Testosteron und Progesteron zur Therapie von Fruchtbarkeitsstorungen verabreicht
werden. Die Applikation erfolgt als Injektion (Progesteron-Vaginalspritze) und darf nur vom
Tierarzt durchgefithrt werden. Fiir das natiirliche Estrogen 17(-Estradiol gilt ein generelles
Anwendungsverbot. Synthetische Wirkstoffe diirfen unter Aufsicht des Tierarztes zur
Brunstsynchronisation, zum Abbruch einer unerwiinschten Trachtigkeit, zur Vorbereitung von
Tieren fiir den Embryotransfer oder zur Induzierung der Laichreife bei Fischen eingesetzt
werden (Kroker, 2010a). Die eingesetzten Verbindungen miissen in Tabelle 1 der VO (EU) Nr.
37/2010 gelistet sein und deren Anwendung in Einklang mit den Bedingungen fiir den Einsatz in
der Tabelle sein. Mit §2 der Verordnung iiber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung wird
ebenfalls festgelegt, dass ein Fertigarzneimittel fiir die Tierart und das jeweilige

Anwendungsgebiet zugelassen sein muss.

10.3 Steroidhormone in der Umwelt

Die natiirliche Bildung von Hormonen im Koérper bedingt schon seit Urzeiten eine Ausscheidung
von Hormonen von Mensch und Tier. Aufgrund der intensiven Tierhaltung und der Entwicklung
von synthetischen Hormonen, sind die verwendeten Mengen in den letzten Jahrzehnten deutlich
gestiegen. Die Folgen sind unter anderem erhohte Eintrage dieser Substanzen in die Umwelt.
Mengenmaflig stellen Gestagene den grofiten Anteil dar. Insgesamt wurde fiir das Jahr 2000 die
jahrliche Steroidhormon-Ausscheidung von Nutztieren in Europa auf 360 Tonnen geschatzt
(Lange et al, 2002). Genaue und aktuellere Datenerhebungen, wie sie bei den Antibiotika
existieren, gibt es nicht oder wurden bisher nicht verdffentlicht. Natiirliche sowie synthetische
Hormone konnen prinzipiell die gleichen Umweltpfade beschreiten wie Antibiotika. So sind sie
durch die Verwendung in der Tiermedizin in Wirtschaftsdiinger, im Boden und in
Oberflaichengewassern zu finden. Im Falle von Prdparaten aus der Humanmedizin sind die
Verbindungen ebenfalls in Abfliissen der Kldranlage, in Oberflaichengewassern und auch in

seltenen Fallen im Trinkwasser zu finden (Fent, 2015).

Vor allem von der Anwesenheit von natiirlichen Estrogenen, aber auch dem synthetischen
17a-Ethinylestradiol in Oberflachengewadssern durch die Ausscheidungen von Mensch und Tier
wurde schon haufiger berichtet (Aris et al., 2014; Matthiessen et al., 2006; Tremblay et al., 2018;
Vulliet et al, 2007). Vulliet et al. (2008) konnten auch die Androgene, Testosteron und
Androstendion in Oberflachen- sowie Grundwéassern nachweisen. Ebenso quantifizierten sie das
natlirliche Gestagen Progesteron und synthetische Gestagene in den untersuchten
Oberflachen- und Grundwassern. Dabei lagen die Konzentrationen im Bereich von 1,6-11,0 ng/L.
Fent (2015) demonstrierte mit seinem Review, dass das als Human- und Tierpraparat
verwendete Progesteron und einige synthetische Derivate in Zu- und Abfliissen von Kldranlagen,
im Oberflachenwasser, im Trinkwasser und in sogenannten ,Glille-Lagunen” nachzuweisen sind.

Auch in Garriickstdnden von Biogasanlagen, welche unteranderem Wirtschaftsdiinger enthalten,
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konnten Steroidhormone in einem Bereich von 1247 pg/kg bis 3444 pg/kg (Trockenmasse)
bestimmt werden (Rodriguez-Navas et al, 2013). Hansen et al. (2011) konnten in Giille bis zu
3526 pg/kg sowie in Boden bis zu 11,7 ug/kg Steroidhormone nachweisen. Studien iiber

Altrenogest in der Umwelt wurden bisher nicht vorgenommen, so dass keine Daten vorliegen.

10.4 Literaturstudie

Altrenogest stellt ein fiir lebensmittelliefernde Tiere, nicht jedoch fiir Masttiere, zugelassenes
synthetisches Hormon dar. Dieses darf wunter bestimmten Bedingungen fiir die
Brunstsynchronisation von Sauen eingesetzt werden. Altrenogest gehort zu den synthetischen
Steroidhormonen. Natiirliche Steroidhormone werden fiir die Aufrechterhaltung von
lebenswichtigen Funktionen wie Fortpflanzung und Entwicklung des Organismus bendtigt
(Kroker, 2010a).

Im Januar 2014 gelangte Altrenogest durch Medienberichte kurzzeitig, aufgrund einer
BUND-Studie (Bund fiir Umwelt und Naturschutz Deutschland) zum Einsatz von Hormonen in
der intensiven Sauenhaltung, in den Fokus der Offentlichkeit (Horning, 2013; Schulte von Drach,
2014). Bis zu diesem Zeitpunkt lagen keine Zahlen hinsichtlich des Einsatzes von
Hormon-Praparaten vor. Aufgrund dessen wurde eine Literaturstudie durchgefiihrt, in der als
Tierarzneimittel zugelassene Hormone identifiziert wurden, die ein moégliches Umweltrisiko
darstellen koénnen (vgl. Anhang 8). Anhand zuvor festgelegter Kriterien wie zum Beispiel
Zulassung eines Hormon-Pradparates, mengenmafdige Bedeutung auf Grund von Verwendung bei
der Schwein- und Rinderhaltung sowie die Festlegung einer Riickstandshéchstmenge
kristallisierten sich die beiden Hormone Chlormadinon (Rinderhaltung) und Altrenogest
(Schweinehaltung) heraus. Durch eine Aufforderung der Autoren wurde eine erstmalige
Erhebung von Abgabemengen in Niedersachsen aus dem Jahr 2014 vorgenommen und es zeigte
sich, dass Chlormadinon mengenmafdig eine untergeordnete Rolle spielt, da sich nur eine
Wirkstoffmenge von 57,8 g ergab. Im Vergleich dazu wurde fiir Altrenogest eine Wirkstoffmenge
von 65,5 kg ermittelt. Hochgerechnet auf Deutschland ergab sich, dass im Jahresdurchschnitt
jede 3. von insgesamt 2 Millionen Zuchtsauen in Deutschland mit Altrenogest behandelt wird
(Hamscher und Petri, 2017).

Daraufhin wurden theoretische Szenarien entwickelt, die eine mogliche Belastung von Giille und
Boden mit Altrenogest vorhersagen konnen. Dabei konnte festgestellt werden, dass der
Triggerwert fiir Boden von 100 pg/kg (EMEA, 2009) bei Einpfliigen der Giille in den Oberboden
(0-30 cm) nicht tlberschritten wird. Dieser wurde aber pauschal fiir alle Tierarzneimittel
festgelegt. Hormone sind jedoch dafiir bekannt insbesondere auf aquatische Organismen
hochwirksam zu sein (Sumpter und Johnson, 2005). Dies wird bei dem Triggerwert nicht
beriicksichtigt. Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass bei einem punktuellen Eintrag von mit

Altrenogest belasteter Giille in bestimmten Gebieten, der Triggerwert liberschritten werden
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kann. Die Literaturstudie legt daher nahe, dass das Verhalten von Altrenogest in Giille und
Boden analytisch ndher untersucht werden muss, um genauere Aussagen iiber das

Umweltverhalten des Wirkstoffes treffen zu konnen.

10.5 Sorptionskoeffizient

Bisher ist nur wenig tiber das Umweltverhalten von synthetischen Steroidhormonen bekannt.
Als erste grobe Abschiatzung fiir das Verhalten kann der log-Pow-Wert, ein
physikalisch-chemischer Parameter, herangezogen werden. Dies ist der logarithmierte
n-Octanol/Wasser-Koeffizient, welcher das Verhaltnis der Konzentrationen einer Substanz in
den beiden Phasen angibt (Briggs, 1981). Fiir Altrenogest wurde ein allgemeiner log-Pow-Wert
von 3,56 berechnet (EPA, 2018). Fiir lipophile Substanzen mit einem log-Pow-Wert > 3 besteht
prinzipiell die Moéglichkeit einer Bioakkumulation (Anliker et al, 1981; Anliker und Moser,
1987). Ubertragen auf die Umwelt und die Kompartimente Boden und Giille ist daher die
Wahrscheinlichkeit einer Sorption von Altrenogest an die organische Bodenmatrix hoch. Neben
dem log-Pow-Wert, der auch in der Umweltchemie als log Kow bezeichnet wird, kann der log Koc
berechnet werden, sofern die organische Phase eine feste Phase bzw. Boden darstellt. Dafiir
wird der log Kow auf den organischen Gehalt im Boden bezogen. Der nicht logarithmierte
Sorptionskoeffizient, der sich auf eine feste und fliissige Phase bezieht, wird mit Kp abgekiirzt
oder Koc, wenn die organische Phase wiederum auf den organischen Gehalt im Boden bezogen

wird (Gawlik et al., 1997; Robinson et al., 2017; Tolls, 2001).

Im Gegensatz zu Altrenogest wurden fiir natiirliche Steroidhormone wie Testosteron,
17B-Estradiol oder das Estrogen bereits log-Koc- und Kp-Werte bestimmt (vgl. Tab. 10.1) (Caron
et al, 2010; Casey et al, 2004; Das et al, 2004; Yu et al, 2004). Fir das synthetische
Steroidhormon 17a-Ethinylestradiol, einer der Wirkstoffe der Anti-Babypille, wurde ebenfalls
der log-Koc-Wert bestimmt (Lee et al, 2003). Dabei ist anzumerken, dass die Estrogene in der
Tiermedizin eine untergeordnete Rolle spielen, da sie keine Zulassung besitzen, aber
natiirlicherweise von den Tieren ausgeschieden werden. Fiir das in den USA wichtige
synthetische Hormon Trenbolon und seine Transformationsprodukte, konnten bereits
log-Koc-Werte definiert werden (Khan et al., 2009; Robinson et al., 2017). Sorptionsstudien von

Altrenogest im Boden wurden bisher nicht durchgefiihrt.
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Tab. 10.1: Log-Koc-Werte fiir verschiedene natiirliche und synthetische Steroidhormone.

Substanz log-Koc Quelle
17p3-Estradiol 3,34 (Lee etal, 2003)
17 a-Ethinylestradiol 2,99

Testosteron 3,34

17a-Trenbolon 2,77 (Khan et al., 2009)
173-Trenbolon 3,08

Trendione 3,38

10.6 Analytik von Altrenogest

Flr die Extraktion von Altrenogest und moglichen Transformationsprodukten gibt es erste
Studien, die sich jedoch mit der Extraktion aus tierischen Produkten wie Urin (Ho et al, 2006;
Lampinen-Salomonsson et al, 2006; Machnik et al, 2007) und Nierenfett beschiftigen
(Rejtharova und Rejthar, 2013). Die quantitative Analytik erfolgt hauptsachlich mit LC-MS/MS.
Auch die Phase II Konjugate der Metabolisierung von Altrenogest in Nutztieren konnten mittels
LC-MS/MS identifiziert werden. Dabei stellt die Konjugation mit Glucuronsdure und Sulfat den

Hauptmetabolisierungsweg dar (EMA, 2012; Lampinen-Salomonsson et al., 2006).

Bei der Extraktion von Steroidhormonen aus Boden wurde die PLE erfolgreich etabliert. Vor
Quantifizierung mittels LC-MS/MS kann zusatzlich der Schritt der Aufreinigung mittels SPE
erfolgen (Gineys et al.,, 2010). Nach erfolgter Derivatisierung kann eine Quantifizierung ebenfalls
mittels GC-MS/MS durchgefiihrt werden (Hansen et al, 2011). Methoden fiir die Bestimmung

von Altrenogest in Boden und Wasser gibt es bisher noch nicht.



[II. ALTRENOGEST Methodenentwicklung & -validierung 107

11 Methodenentwicklung & -validierung

11.1 Methodenentwicklung

Da fiir die Bestimmung der Sorptionskoeffizienten eine quantitative Bestimmung von
Altrenogest in der Matrix Boden sowie in der wassrigen Phase notwendig war, wurden zwei
unterschiedliche Ansdtze zur Extraktion benotigt. Fiir die Aufreinigung der wassrigen Phase
wurde daher eine SPE-Methode etabliert. Fiir die Extraktion von Altrenogest aus Boden wurde
eine LLE mittels Horizontalschiittler erarbeitet. Als interner Standard wurde Progesteron

verwendet.

11.1.1 UHPLC/QTRAP Methode fiir Altrenogest

Die sich bereits fiir die Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen als geeignet erwiesene
Saule Kinetex PFP (2.6 um, 50 x 4,6 mm) eignete sich ebenfalls fiir die Analytik von Altrenogest.
Getestet wurde zu Beginn das Eluentensystem nach Kap. 13.5.1. Die Umstellung des Eluenten A
auf 1mM Ammoniumacetat mit 0,5 % AS sowie Eluent B auf ACN/MeOH (1:1, v/v) bewirkte
keinen Riickgang der Intensititen. Der Gradient wurde so angepasst, dass Altrenogest und
Progesteron Basislinien getrennt wurden. So konnten pro Periode maximal 2 Masseniibergiange
vermessen werden. Die Auswirkung der Sidulentemperatur auf die Intensitit wurde in 5 °C
Schritten von 15°C bis 30 °C getestet. Die Intensititen zeigten keine Abnahme, aber die
Trennung der beiden Substanzen wurde mit zunehmender Temperatur schlechter, so dass die

Einstellung von 15 °C iibernommen wurde.

11.1.2 Fliissig-Flissig Extraktion

Fiir die Extraktion von Steroidhormonen und Glucocorticoiden aus Boden konnten bereits
Gineys et al. (2010) eine Methode entwickeln. Diese testeten verschiedene Losungsmittel, Dauer
der Extraktion mittels PLE sowie den Temperatureinfluss. Sie konnten keine verbesserte
Extraktion der Hormone bei erhohter Temperatur feststellen. Daher wurde dieser Ansatz nicht
weiter verfolgt und stattdessen bei Raumtemperatur gearbeitet. Weiterhin konnten Gineys et al.
(2010) feststellen, dass eine zweimalige Extraktion mittels PLE fir 5 Minuten am effektivsten
war. Daher wurde auch bei der hier zu erarbeitenden Methode eine zweimalige Extraktion,
jedoch mittels Horizontalschiittler, durchgefiithrt. Um den Unterschied des nicht vorhandenen
Drucks, wie er bei der PLE herrscht, auszugleichen, wurde anstatt einer Extraktion von 5
Minuten eine Extraktion von 20 Minuten gewahlt. Gineys et al. (2010) testeten unterschiedliche
Losungsmittel und Gemische hiervon. Das Gemisch Aceton/MeOH (50:50) zeigte dort die besten
Ergebnisse. Die in dieser Arbeit untersuchten Losungsmittel bzw. Gemische sowie Puffer sind in
Tab. 11.1 aufgelistet. Zur Auswahl eines geeigneten Gemisches wurde die absolute

Wiederfindung bestimmt.
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Tab. 11.1: Untersuchte Losungsmittel und -Gemische sowie Puffer fiir die Extraktion von Altrenogest.

Losungsmittel Losungsmittelgemisch Lésungsmittel /Puffer
(5:2; v/v)

ACN ACN/ MeOH (50:50) ACN/Citratpuffer

EAC Aceton/MeOH (50:50) ACN/Phosphatpuffer

EAC: Ethylacetat, Phosphatpuffer: 0,1 M, pH 7,0, Citratpuffer: 1 M mit 0,05 M EDTA, pH 4,7

Die hdchste absolute Wiederfindung fiir die Extraktion von Altrenogest aus Boden, bei einer
Inkubationszeit von 10 Minuten, wurde mit ACN erreicht (vgl. Abb. 11.1). Durch Zugabe einer
polareren Komponente wie MeOH und Citratpuffer nahm die absolute Wiederfindung ab. Dies
konnte auf eine erh6hte Extraktion von Matrixbestandteilen aus Boden oder auf eine zu starke
Erhohung der Polaritat zuriickzufiihren sein. Um zu liberpriifen, ob ein neutraler pH-Wert die
Extraktion verbessern wiirde, wurde ein Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) in Verbindung mit ACN
getestet. Mit dieser Kombination wurde auch bei einer Inkubationszeit von einer Stunde, im
Vergleich zu einer reinen ACN-Extraktion, eine geringere Wiederfindung erzielt. Mit
Verldangerung der Inkubationszeit auf sieben Tage nahm die absolute Wiederfindung ab. Auch
mit einem unpolareren Losungsmittel wie Ethylacetat (EAC) konnte diese nicht verbessert
werden, so dass ACN als geeignetes Losungsmittel fiir die Extraktion von Altrenogest aus Boden

ermittelt wurde.
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Abb. 11.1: Absolute Wiederfindung fiir die Extraktion von Altrenogest aus Boden mit ACN, ACN/MeOH,
Aceton/MeOH und ACN/Citratpuffer mit einer Inkubationszeit von 10 Minuten (100 pg/kg), die Fehlerbalken
stellen die Spannweite der Doppelbestimmung dar.
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11.1.3 Festphasenextraktion

Neben der Fliissig-Fliissig Extraktion mittels Horizontalschiittler fiir die Matrix Boden wurde
zusatzlich fiir die wassrigen Proben eine SPE-Methode erarbeitet. Dazu wurden verschiedene
Losungsmittel und Losungsmittelkombinationen fiir die Konditionierung sowie fiir die Elution
getestet (vgl. Abb. 11.2). Die verwendete SPE-Methode fiir die Bestimmung von Sulfonamiden
und Tetracyclinen (siehe Kapitel 13.6.3) erwies sich als ungeeignet. Die Konditionierung sowie
Elution mit ACN erhohte die absolute Wiederfindung erheblich. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass Altrenogest eine unpolare Verbindung ist und eine Elution mit Methanol zu schwach war.
Als zweite Komponente zur Konditionierung/Elution wurde EAC und ACN mit 5%
Ammoniakwasser nach Gineys et al. (2010) getestet. Gineys et al. (2010) verwendeten weiterhin
eine Probenldsung mit 10 % ACN. Mit dieser Kombination konnte auch hier die hochste absolute
Wiederfindung erzielt werden. Ein Waschschritt mit 10 % ACN, wie bei der Methode nach
Gineys et al (2010), konnte ebenfalls der etablierten SPE-Methode ohne Analytverlust

hinzugefiigt werden.
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Abb. 11.2: Absolute Wiederfindung fiir die Extraktion von Altrenogest aus Wasser mittels SPE mit ACN, ACN+
5 % Ammoniakwasser, EAC und MeOH mit 0,1 %Ameisensdure (AS) fiir die Kondition und Elution.

Neben der vielfiltig einsetzbaren SPE-Sdule Chromabond® HR-X (Macherey&Nagel) wurden die
SPE-Saulen Strata™ XL (Phenomenex) und Chromabond® Easy (Macherey&Nagel) fiir die
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Anreicherung von Altrenogest getestet. Dabei konnten mit allen drei Saulen &hnliche
Wiederfindungen erzielt werden. Insofern wurde die SPE-Sdule Chromabond® HR-X weiter

verwendet.

Die Anwendbarkeit der beiden etablierten Methoden wurde mit Proben, die unter simulierten
Versuchsbedingungen hergestellt wurden, getestet. Dazu wurde mit Wasser gesattigter Boden
und eine wassrige Bodenphase hergestellt und verwendet. Eine effektive Extraktion aus diesen

Matrices war ebenfalls gegeben.

11.1.4 Matrixeffekte

Um mogliche qualitative Matrixeffekte von Altrenogest abschatzen zu koénnen, wurde eine
Post-column-Infusion durchgefiihrt. Dafiir wurde als Leermatrix ein wassriger Extrakt aus
Boden verwendet (vgl. Kapitel 13.6.3). Die Konzentration des iiber die Spritzenpumpe
kontinuierlich injizierten Standards betrug 1pg/mL. Anhand der Post-column-Infusion konnte
eine Zunahme der Intensitidt in Matrix im Vergleich zu Methanol beobachtet werden (Abb. 11.3).
Die Intensitdt zum Zeitpunkt der Elution von Altrenogest betragt bei Messung der Leermatrix
das 2,5-fache der Intensitit der Messung von Methanol. Damit liegt eine eindeutige
Signalverstirkung durch Matrixeffekte vor. Um die Matrixeffekte fiir die nachfolgenden
Versuche auszugleichen, wurde ein interner Standard verwendet. Da dieser d&hnliche
Eigenschaften wie der Analyt selbst haben sollte, wurde als interner Standard Progesteron
ausgewahlt. Progesteron gehort ebenfalls zu den Gestagenen und ist daher aufgrund seiner
strukturell sehr dhnlichen Eigenschaften gut geeignet. Weiterhin kommt die Verbindung nicht

natiirlicherweise in den Proben vor.
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Abb. 11.3: Ergebnisse der Altrenogest Post-Column Infusion mit Methanol (gestrichelte Line) und Leermatrix
(durchgezogene Linie), (Masseniibergang 311,2 - 227,3, Konzentration 1pg/mL).
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11.2 Methodenvalidierung

Die Linearitiat der Methode wurde fiir Losungsmittelstandards sowie fiir die Matrices Boden und
wassrige Bodenphase mit dem Test nach Mandel (DIN 38402-51, 2017-05) bestatigt. Dazu
wurden mit Wasser gesattigte Bodenproben hergestellt, die mit Altrenogest dotiert wurden. Die
Inkubationszeit betrug einen Tag. Die wassrige Phase wurde mit analytfreiem Boden hergestellt,
in dem das Verhaltnis 1:5 (fest:fliissig) simuliert wurde. Die Auftragung des Verhéltnisses der
Peakflaiche von Standard zu Peakfliche interner Standard wurde zur Erstellung der
Kalibrierfunktion verwendet. Neben der Linearitit wurden die NWG/BG sowie die Prazision
bestimmt. Die absolute Wiederfindung wurde sowohl fiir die wassrige Bodenphase (1 Stunde)
als auch fiir den Boden (1 Stunde sowie 7 Tage Inkubation mit Altrenogest) bestimmt. Die
Ergebnisse der Methodenvalidierung sind in Tab. 11.2 dargestellt.

Tab. 11.2: Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Extraktion von Altrenogest aus der wissrigen Phase und
Bodenmatrix sowie die Ergebnisse der Losungsmittelkalibrierung.

Losungsmittel- wassrige Phase Bodenmatrix
standard

[ng/L] [ng/L] [ng/keg]
NWG 0,05 0,05 0,5
BG 0,5 0,1 1
Linearitat BG-750 BG - 30 BG - 250
R2 > 0,99 > 0,99 0,99
Messprazision 28% 1,6 % 1,7 %
(n=12)
Intraday-Prazision - 1,8 % 2,3%
(n=12)
Interday-Prazision - 2,0% 2,2%
(n=16)
absolute WDF - 168 % 147 %/52 %
(1h/ 7d)
Matrix-WDF - 111 % 167 %/54 %
(1h/ 7d)

NWG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze

Die Sorptionsstudie sollte iliber eine Dauer von 28 Tagen durchgefithrt werden. Die
Alterungsprozesse im Vergleich zu den Proben der BDF (vgl. Kap. 7 und Kap.9.1) waren daher
als gering einzustufen. Aufgrund dessen wurde die NWG und BG nach einer Inkubationszeit von
einem Tag bestimmt. Die Bestimmung der WDF erfolgte nach 1 Stunde. Der Vergleich der
absoluten WDF und der Matrix-WDF der wassrigen Phase bestitigt die Ergebnisse der

Matrixeffekte. Altrenogest unterliegt in Matrix einer Signalverstiarkung (vgl. Kap. 11.1.4). Eine
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Quantifizierung mittels Matrixstandard ist demnach sinnvoll und im Falle der wassrigen
Bodenphase ausreichend, um diesen Matrixeffekt auszugleichen. Dies ist nicht der Fall fiir die
Bodenmatrix. Daher wurde die WDF fiir die Bodenmatrix zusatzlich nach 7 Tagen bestimmt.
Erkennbar ist, dass nach dieser Zeit die absolute WDF, sowie die Matrix-WDF sinkt. Dies ist
dhnlich zu den Ergebnissen fiir Sulfonamide und Tetracycline (vgl. Kap. 7.1). Ein Ausgleich der
Matrixeffekte nach 7 Tagen ist nicht moglich. Der interne Standard Progesteron ist demnach
nicht hinreichend geeignet, um die Matrixeffekte im Boden zu kompensieren. Ein
isotopenmarkierter Standard wire notwendig und daher in Folgeuntersuchungen zu
verwenden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse erfolgte die Quantifizierung daher {iiber

Matrixstandards.

Nach FDA sollen die Intra- und Interday-Prazision fiir die Validierung von Analysemethoden von
biologischen Proben unter 15 % liegen (FDA, 2001). Die hier ermittelten Prazisionen liegen weit
unterhalb dieser geforderten Grenze, so dass die Prazision fiir beide Extraktionsmethoden als

sehr gut angesehen werden kénnen.

Die Stabilitit der reinen Losungsmittelstandards sowie die Stabilitdt der Matrixextrakte, wurden
bestimmt. Die Losungsmittelstandards wurden bei -18 °C gelagert und an Tag 1, 2, 8 und 31
analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass Altrenogest bis zum Tag 31 mit einer
Abweichung <5 % stabil war. Auch die Matrixextrakte aus der wassrigen Phase und Boden
wurde untersucht. Diese wurden ebenfalls bei -18 °C gelagert und an den Tagen 1, 2, 8, 12, 19
und 33 analysiert. Nach den ersten zwei Tagen konnte kein Analytverlust nachgewiesen werden.
Insgesamt konnte eine Abweichung von maximal 10 % innerhalb der untersuchten Zeit

gemessen werden.
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12 Sorptionsstudie

12.1 Aufbau

Die Sorptionsstudie sollte im Labormaf3stab durchgefiihrt werden. Aufgrund dessen wurden fiir
den Aufbau 50 mL Zentrifugenréhrchen aus Kunststoff verwendet. Als Bodenmaterial diente der
analytfreie Boden (Kap. 13.4.1). Das Verhailtnis von Boden/Wasser wurde aufgrund der
Ergebnisse von Robinson et al (2017) auf 1:5 festgelegt. Das verwendete Verhéltnis
Wirtschaftsdiinger/Boden von 50:1 resultierte aus der Annahme, dass eine Ackerfliche mit
45 m3 Wirtschaftsdiinger pro Hektar bewirtschaftet wird (Hamscher et al, 2002). Insgesamt
wurden zwei verschiedene Ansitze untersucht. Bei Ansatz AB wurde der Wirtschaftsdiinger mit
Altrenogest versetzt und auf Boden gegeben. Anschlief}end erfolgte die Zugabe der
Wasserphase. Bei Ansatz B wurde kein Wirtschaftsdiinger auf den Boden gegeben, sondern
lediglich ein Boden/Wasser-System hergestellt bei dem das Wasser mit Altrenogest versetzt
wurde. In der Literaturstudie wurde eine Konzentration 5 mg/kg Altrenogest in
Wirtschaftsdiinger als Worst-Case-Konzentration identifiziert. Aufgrund dessen erfolgte eine
Dotierung des Wirtschaftsdiingers mit Altrenogest mit dieser Menge. In Ansatz B wurde die
entsprechende Menge, die in den Wirtschaftsdiinger gegeben worden ist, direkt in das Wasser
dotiert. Nach Durchmischung der Proben bis zur Homogenitdt wurden diese bei 22 °C im

Dunkeln bis zur Probennahme gelagert.

12.2 Sorptionskoeffizienten

Die Probennahme erfolgte nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde sowie 1, 3, 7, 14 und 28
Tagen. Fiir die exakte Trennung der Bodenmatrix von der wassrigen Phase wurden die Ansitze
zentrifugiert. Die Proben wurden am Tag der Probenahme mit den in Kapitel 13.6.5
beschriebenen Methoden aufgearbeitet. Zur Quantifizierung von Altrenogest in den
Probenextrakten wurden jeweils Matrixstandards mit aufgearbeitet. Anhand der Gleichungen in
Kapitel 13.7 wurde der prozentuale Anteil an Altrenogest in der wassrigen Phase sowie in der

Bodenmatrix und die Kp-Werte, Koc-Werte und die entsprechenden log-Koc-Werte berechnet.

Abb. 12.1 zeigt den prozentualen Anteil von Altrenogest im Boden, in der wassrigen Phase sowie
die Summe aus beiden. Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde konnten fast 100 % der
dotierten Altrenogest-Konzentration wiedergefunden werden. Uber die Zeit von 28 Tagen
hinweg nimmt die Wiederfindung ab. Die Abnahme ist auf Sorptionen im Boden zurtickzufiihren,
so dass Altrenogest nicht mehr fiir die Analytik zu Verfiigung steht. Dieses Verhalten ist dhnlich
dem Verhalten der Sulfonamide (vgl. Kap. 6.6). Diese sind bekannt dafiir, dass bei langerer
Kontaktzeit mit der Matrix die Extrahierbarkeit abnimmt (Stoob et al., 2006). Die Studie von Fan

et al. (2007) konnte zeigen, dass auch Hormone wie Testosteron und 17f-Estradiol nicht
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extrahierbare Riickstdnde, zum Beispiel durch die Bindung an Huminstoffe, im Boden bilden
konnen. Sorptionsprozesse von Altrenogest sind aufgrund der Strukturdhnlichkeit also sehr
wahrscheinlich (vgl. Abb. 10.1). Die Bildung von Transformationsprodukten von Testosteron
und 17B-Estradiol sind bekannt und kann ebenfalls zu einer Abnahme der Muttersubstanz in
Boden fithren 2004; Das et al, 2004).

(Casey et al, Untersuchungen zu

Transformationsprodukten von Altrenogest in Boden sind bisher nicht vorgenommen worden.
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Abb. 12.1: Prozentualer Anteil von Altrenogest im Boden (Kreis), in der wassrigen Phase (Dreieck) und
insgesamt (Viereck) iiber 28 Tage in Ansatz AB (links) und Ansatz B (rechts), die Fehlerbalken stellen die
Spannweite der Doppelbestimmung dar.

Bei beiden Ansdtzen wurde bereits zu Studienbeginn (1 Stunde) ca. 80 % des zugesetzten
Altrenogests im Boden quantifiziert. Der Anteil in der wassrigen Phase liegt daher < 20 % und
nimmt im Laufe der Studie weiter ab (Abb. 12.1). Im Boden von Ansatz AB ist jedoch deutlich
mehr Altrenogest zu finden als im Boden von Ansatz B. In Ansatz B wurde die fliissige Phase
unmittelbar mit Altrenogest dotiert, wohingegen bei AB zunachst der verwendete Schweinedung
dotiert wurde. Trotz der verschiedenen Dotierungsweisen ist das Verhalten von Altrenogest
tendenziell sehr dhnlich und weist auf eine hohe Affinitidt der Verbindung zu der Bodenmatrix
hin. Grundsatzlich wird davon ausgegangen, dass das Aufbringen von Wirtschaftsdiinger die
Interaktion der darin enthaltenen Substanzen mit Boden verringert (Burkhardt et al., 2005), so
eine geringere Sorptionsstiarke an die Matrix stattfindet und folglich auch mehr Altrenogest
analytisch verfligbar ist. Bei Betrachtung der Abb. 12.1 wird diese Annahme bestétigt, da die

Wiederfindung von Altrenogest fiir Ansatz AB durchweg héher war als fiir Ansatz B.

Auch wenn die Gehalte an Altrenogest in der Bodenphase tiber die Zeit abnehmen, iiberwiegt die
Verlagerung von der fliissigen in die feste Phase (Abb. 12.2). Die berechneten Kp-Werte steigen
im Lauf der Studie an. Dies stimmt gut mit den Ergebnissen von Bailey et al. (2016) iiberein. Die

Autoren konnten auch eine Steigung von Kp-Werten tber einen Verlauf von 28 Tagen fiir
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Sulfonamide und Tetracycline zeigen. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg weist
der Ansatz AB hohere Kp-Werte als der Ansatz B auf. Dies macht deutlich, dass die Anwesenheit
von Wirtschaftsdiinger einen Einfluss auf die Verteilung von Altrenogest zwischen fliissiger und
fester Phase haben muss. Bekannt ist dieses Verhalten bereits fiir SDZ. Sukul et al. (2008b)
konnten erhohte Kp-Werte von SDZ in Anwesenheit von Wirtschaftsdiinger im Boden

nachweisen.
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Abb. 12.2: Kp-Werte von Altrenogest im Ansatz AB (schwarzer Punkt) und im Ansatz B (weifder Punkt) iiber
28 Tage, die Fehlerbalken stellen die Spannweite der Doppelbestimmung dar.

Die Auswirkungen von Wirtschafsdiinger auf das Verhalten von Substanzen in Bdden scheinen
aber auch abhdngig von der Art des Diingers zu sein. Schiffer et al. (2001) konnten das
Transformationsprodukt eines synthetischen Hormons lianger in Boden nach Ausbringung von
festem Dung als nach Ausbringung von fllissigem Wirtschaftsdiinger nachweisen. Die Autoren

fiihrten dies auf eine Stabilisierung der Substanz durch die Sorption an Stroh zurtick.

Auch wenn in dieser Arbeit nur ein spezieller Wirtschafsdiinger getestet wurde, so stellt Ansatz
AB einen deutlich praxisndheren Ansatz als B dar. Robinson et al. (2017) bestimmten ebenfalls
Sorptionskoeffizienten fiir ein Transformationsprodukt des synthetischen Hormons Trenbolon.
Im Vergleich zu der hier durchgefiihrten Studie untersuchten die Autoren fiinf unterschiedliche
Boden sowie fiinf unterschiedliche Konzentrationen. Ein moglicher Einfluss von
Wirtschafsdiinger auf das Sorptionsverhalten der Wirkstoffe wurde in den Untersuchungen
nicht berticksichtigt, jedoch von den Autoren auch nicht ausgeschlossen. Dies konnte mit dieser
Studie zu Altrenogest nunmehr experimentell bestitigt werden. Eingesetzt wurde die mittels
Literaturstudie identifizierte Worst-case-Giille-Konzentration von 5 mg/kg (Hamscher und

Petri, 2017), um das Verhalten von Altrenogest in Boden und der Umwelt abschitzen zu kénnen.
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Die realen Konzentrationen in Wirtschafsdiinger sind in der Regel deutlich geringer. Biswas et
al. (2017) untersuchten gelagerte Giille von mit Hormonen behandelten Tieren auf 17 Hormone
und bestimmten einen Gesamtgehalt von 26,7 ug/kg (Trockenmasse). Weitere Studien mit
realistischeren Gehalten sind daher notwendig, um auch einen moglichen Einfluss der

Wirkstoff-Konzentration zu untersuchen.

Anhand des Kp-Wertes wurden der Koc sowie daraus, unter Bildung des dekadischen
Logarithmus, der log Koc berechnet (Tab. 12.1). Fiir die Berechnung des Koc wurde der Kp auf
den organischen Kohlenstoffgehalt von 3,6 % bezogen (Kap.13.4.1). Sowohl der Koc als auch der
log Koc zeigen eine Zunahme iiber die Zeit. Die Mittelwerte ergeben fiir den Ansatz AB einen Koc
von 405 und einen log Koc von 2,58. Fiir den Ansatz B wurden so ein Koc von 220 und ein log Koc

von 2,31 bestimmt.

Tab. 12.1: Auflistung der bestimmten Kbp-, Koc-, und log-Koc-Werte zu den jeweiligen Probenahmezeitpunkten
in Ansatz AB und B.

AB B
Kp Koc log Koc Kb Koc log Koc

1 Stunde 8,35 232 2,36 3,97 110 2,04
1 Tag 9,55 265 2,42 5,56 154 2,19
3 Tage 11,44 318 2,50 6,28 174 2,24
7 Tage 15,88 441 2,64 8,26 229 2,36
14 Tage 20,16 560 2,74 12,01 334 2,52
28 Tage 22,02 612 2,78 11,54 321 2,51

Mittelwert 14,56 405 2,58 7,94 220 2,31
Standardabweichung 5,20 144 0,16 3,00 83 0,17

Ein log Pow fiir Altrenogest wurde von der FDA (2002) mit 3,79 verdffentlicht. Dort sind auch
Koc-Werte dargestellt, die im Bereich 746 - 1510 fiir lehmhaltige B6den schwanken. Der
berechnete log Pownach der American Chemical Society (2018) liegt bei 4,18 und der geschéatzte
Koc bei 4490, welches einem log Koc von 3,65 entsprechen wiirde. Der log Pow nach EPA (2018)
betragt 3,56. Die Literaturwerte schwanken also deutlich. Die berechneten Werte nach American
Chemical Society (2018) sowie nach FDA (2002) liegen deutlich hoher im Vergleich zu den
Werten, die in dieser Studie bestimmt wurden. Dabei handelt es aber lediglich um berechnete

Werte, sowie um Werte, bei denen die Versuchsbedingungen nicht bekannt sind.
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Flir ein Transformationsprodukt des synthetischen Hormons Trenbolon, welches auch zu der
Gruppe der Steroide zdhlt, wurden bereits die Kp-, Koc- und log-Koc-Werte mit einem dhnlichen
Versuchsaufbau von Robinson et al. (2017) bestimmt. Das Transformationsprodukt weist eine
hohe Ahnlichkeit zu Altrenogest auf (vgl. Abb. 12.3). Die Autoren unterschieden dabei zwischen
Adsorptions- und Desorptionskoeffizienten. Zum Vergleich mit Altrenogest werden die
Adsorptionswerte herangezogen. Je nach Bodenart schwanken die Kp-Werte der Studie von
Robinson et al. (2017) in einem Bereich von 4,32 bis 19,78 (Mittelwert: 9,03). Die dazugehorigen
Koc-Werte schwanken von 277 bis 608 (Mittelwert: 460). Die Sorptionskoeffizienten fir
Altrenogest weisen eine hohe Ahnlichkeit zu diesen Daten auf (Tab. 12.1). Als Mittelwert des
log Koc gaben Robinson et al. (2017) den Wert 2,71 an, welcher vergleichbar mit den hier
bestimmten Werten fiir Altrenogest (2,58 und 2,31) ist. Dies weist auf eine hohe Plausibilitit der

in dieser Sorptionsstudie ermittelten Werte hin.

H,c OH

o)

Abb. 12.3: Strukturformeln von 17a-Trenbolon (links) und Altrenogest (rechts).

Die Ergebnisse fiir das Verhalten von Altrenogest weisen auf eine mogliche Akkumulation in
Boden hin. Eine Akkumulation wird auf einzelne Gebiete in Deutschland beschrankt bleiben, da
Altrenogest hauptsadchlich Anwendung bei Zuchtsauen findet. Die Ackerflichen, die
hauptsachlich mit Wirtschafsdiinger von Zuchtsauen bearbeitet werden, sind damit als
gefahrdet anzusehen. Andere Aspekte des Umweltverhaltens von Altrenogest, wie das
Auswaschungspotential, sollten in weiteren Studien genauer untersucht werden. Da aber
Hormone auch ohne den Einsatz von Tierarzneimitteln auf natiirliche Weise von Tieren
ausgeschieden werden, ist eine Abschatzung, welche 6kotoxikologischen Auswirkungen speziell
die synthetischen Hormone haben, schwierig. Im Jahr 2000 wurde in der EU die ausgeschiedene
Menge an Steroidhormonen von Nutztieren auf 360 Tonnen geschatzt (Lange et al, 2002).
Mittels Literaturstudie nach Hamscher und Petri (2017) konnte fiir Altrenogest im Jahr 2014
eine Abgabemenge von 65 kg fiir Niedersachsen ermittelt werden. Folglich macht dieses
synthetische Hormon zwar nur einen kleinen Anteil der Gesamtmenge aus. Aber die Tatsache,
dass Hormone auch in geringsten Konzentrationen starke Wirkung auf aquatische Organismen
entfalten konnen (Sumpter und Johnson, 2005), darf daher nicht auféer Acht gelassen werden.

Denn auch wenn nach 28 Tagen nur noch 2-5% der urspriinglich eingesetzten
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Altrenogestmenge in der wassrigen Phase zu finden war, war dies immer noch ~ 1 pg/L.
LOEC-Werte (,lowest observed effect concentration“) von Progesteron liegen zwischen 10 und
500 ng/L fir verschiedene Effekte auf die Dickkopfelritze (Fent, 2015). Diese wurden in dem

hier durchgefiihrten Worst-case-Fall weit iiberschritten.
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IV. EXPERIMENTELLER TEIL

13 Material

13.1 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Fiir die LC-MS-Messungen wurden zwei LC-MS/MS-Systeme bestehend aus der UHPLC UltiMate
3000RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) und einer QTRAP 3200 (AB Sciex, Framingham, MA, USA)
sowie ein System bestehend aus Nexera X2 UHPLC (D-Duisburg) und einem Triple TOF 5600+
(AB Sciex, Framingham, MA, USA) verwendet. Teile der Methodenentwicklung (nicht
Validierung) wurden an einem API 3000 Triplequadrupol von AB Sciex gemessen. Fiir die
Methodenentwicklung wurden folgende UHPLC/HPLC-Saulen untersucht: MN Nucleoshell RP 18
plus (2.7 pm, 100 x 2 mm, Macherey & Nagel, D-Diiren), VDSpher® OptiAqua Pur (3 pm,
100 x 4,6 mm, VDS optilab, D-Berlin), Kinetex PFP (2.6 um, 50 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrence,
CA, USA) sowie die Saulen Hypersil Gold (1.9 um, 50 x 2,1 mm), Hypersil Gold PFP (3 pm,
150 x 2,1 mm) sowie Accucore aQ (2.6 um, 100 x 2,1 mm) von Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA.

Die Extraktionen mittels Mikrowelle wurden mit dem Mikrowellensystem MLS Ethos plus,
Terminal 320 (MLS GmbH Mikrowellen Laborsysteme, D-Leutkirch) durchgefiihrt. Die
Extraktionen mittels Schiittler wurden mit dem Modell 130 KS basic (IKA®, D-Staufen)
durchgefiihrt. Fiir die Extraktion mittels Vortexer wurde ein Vortex-Genie 2 mit dem Aufsatz

,Multi-Holder Tube“ von Thermo Scientific Waltham, MA, USA verwendet.

Die simultanen Analysen auf Kupfer und Zink wurden mittels ICP-MS am Landesbetrieb
Hessisches Landeslabor in Kassel durchgefiihrt. Die Kupfergehalte der Bodensdule wurden

mittels GF-AAS (iCE™ 3500 AAS, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt.

Die DOC-Gehalte der Bodenproben wurden mittels DIMATOC®2010K1 (Dimatec, D-Essen)
bestimmt, die TC Gehalte wurden mittels Vario EL III der Firma Elementar Americas Inc (NY,
USA) sowie die Bestimmung der Carbonate und Korngréfienanalyse wurden im Institut fiir

Bodenkunde und Bodenerhaltung der Justus-Liebig-Universitédt durchgefiihrt.

Als Ultraschallsonde diente die Sonoplus MS 72 sowie der Ultraschallhomogenisator Sonoplus

HD 2070 (Bandelin, D-Berlin).

Die pH-Wert-Messungen wurden mit dem Modell inolab® WTW Serie pH 730 (inolab®,
D-Weilheim) durchgefiihrt.
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Zur Bestimmung der Huminstoffe wurde das Photometer Uviline 9400 verwendet (Schott

Instruments, D-Mainz).

Als Feuchtegehaltbestimmer wurde das Modell MA 35 der Sartorius AG verwendet
(D-Gottingen)

Zentrifugationen erfolgten mit einer Heraeus Fresco 17 Centrifuge (Thermo Scientific Waltham,

MA, USA) und mit dem Modell Universal 320 R (Hettisch Zentrifugen, D-Tuttlingen).

Zur Herstellung der Standards wurde das Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner und ein Vortexer
von VWR International (D-Darmstadt) verwendet. Als Feinwaage diente das Modell XA105
DualRange (Mettler-Toledo GmbH, D-Giefden). Als Laborwaage wurde das Modell EW6200-2NM

von Kern & Sohn (D-Balingen) verwendet.

Das Einengen und Eindampfen der Proben erfolgte an einem Rotationsverdampfer bei
vermindertem Druck mit dem Modell RV 10 digital von IKA® (D-Staufen) sowie mit dem
Sampleconcentrator SBHCONC/1 von Stuart® und dem dazugehorigen Dri-Block® DB-3 von
TECHNE (bibby-scientific, Staffordhire UK). Als Kiihlsystem fiir den Rotationsverdampfer diente
ein Minichiller (Huber Kaltemaschinenbau GmbH, D-Offenburg).

Die automatische Festphasenextraktion wurde mittels SPE-System (GX-271 ASPEC™) der Firma
Gilson (Middelton, WI, USA) durchgefiihrt. Fiir die Methodenentwicklung wurden folgende
Festphasenextraktionskartuschen verwendet: Isolute® ENV+ (200mg, 6mL, Biotage,
SWE-Uppsala), Oasis® HLB (200 mg, 6 mL, Waters, D-Eschborn), HyperSep C18™ (500 mg, 6 mL,
Thermo-Scientific, Waltham, MA, USA), Strata™ XL (200mg, 6mL, Phenomenex,
D-Aschaffenburg), Chromabond®-HRX Chromabond®-easy (3 mL, 200 mg, Macherey & Nagel,
D-Diiren).

Die gespiilten Glasgefife wurden mittels Ofen HBA 70B550 von Bosch (D-Gerlingen) bei
~ 500 °C ausgeheizt.

Das verwendete Reinstwasser (18,2 M{) x cm) wurde aus der Anlage Arium 611VF der Sartorius

AG (D-Gottingen) entnommen.

Verschiedene Kolbenhubpipetten der Firma Biohit (D-Rosbach) sowie Modelle der Firma

Eppendorf (D-Hamburg) wurden verwendet.
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13.2 Chemikalien

Die Reinheiten der verwendeten Losungsmittel fiir die Extraktionen entsprach dem
Reinheitsgrad von HPLC-Grade bis zu LC-MS-Grade. Fiir die Herstellung der Eluenten fiir die
LC-MS/MS-Messungen wurden, neben Reinstwasser, Losungsmitteln sowie Wasser mit der
Reinheit Ultra LC-MS-Grade (Actu-All, JW OSS, Niederlande) verwendet. Die dem Eluenten
zugesetzte Ameisensdure (AS) hatte die Konzentration von 98-100%. Die fiir die
Konigswasserextraktion verwendeten Sduren wiesen maximal 0,005 ppm an Verunreinigungen
auf. Als Puffer fiir die Extraktionen diente 1 M Citrat-Puffer mit 0,05 M EDTA mit einem pH-Wert
von 4,7. Dieser wurde aus 69 % tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 31 % Citronensdure-Monohydrat
und 0,05 M EDTA hergestellt. Im Nachfolgenden wird dieser Puffer als ,Citrat-Puffer bezeichnet.
Der pH-Wert wurde mit NaOH-Platzchen eingestellt. Fiir die pH-Wert-Messungen von Boden
wurde eine 0,01 M Calciumchloridlosung (CaClz-Lésung) verwendet. 25 % Ammoniak (NHs)
wurde unter anderem fiir die automatische Festphasenextraktion fiir die Altrenogest Extraktion

verwendet. Der Reinheitsgrad des verwendeten Huminsdurestandards war ,technical®.

Die verwendeten Sulfonamide (Tab. 13.1) und Tetracycline (Tab. 13.2) sowie die Hormone (Tab.
13.3) entsprachen dem Reinheitsgrad ,veteranal“. Die Tetracycline wurden als Hydrochloride
bezogen. Als interne Standards (IST) wurden 13Cs isotopenmarkiertes SDZ, SMX oder SMZ fiir die
Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen verwendet. Fiir die Bestimmung von

Altrenogest wurde Progesteron als interner Standard verwendet.
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Tab. 13.1: Bezeichnung, Abkiirzung, Molekiilmasse, Struktur und Zuordnung der internen Standards der
Sulfonamide.

IST Bezeichnung Abk. Masse [g/mol] Struktur

a Sulfachloropyridazin SCY 284,72 0
HZN—Q— S—NH
0 N

N
Cl

b Sulfadiazin SDZ 250,28 o}
HZNO%—NH
o )=N
AN />

a Sulfadimethoxin SDM 310,33 o
o) —N
\ />fOCH3
N
H;CO
b Sulfaguanidin SGU 214,24 : 0
HoN (‘S‘)fNH

c Sulfamerazin SMR 264,30 C
HQN—Q— S—NH
—N

c Sulfamethazin SMZ 278,33 0
HZN—Q—ﬁfNH
0 FN
N>\—/>fCH3
HsC
a Sulfamethoxazol SMX 253,28 0
HZN@ﬁ—NH
° =
O
HsC
c Sulfamethoxypyridazin SMPD 280,30 o
HZN@%—NH
o )=N
N
OCH,
c Sulfapyridin SPY 249,29 0
HZN—Q—SfNH
0 H=N
\ 7
o Sulfathiazol STZ 255,32 o

Abk.: Abkiirzung; a: 13C¢ SMX; b: 13C6 SDZ; c: 13C¢ SMZ
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Tab. 13.2: Bezeichnung, Abkiirzung, Molekiilmasse, Struktur und Zuordnung der internen Standards der
Tetracycline.

IST Bezeichnung Abk. Masse [g/mol] Struktur
a Chlortetracyclin CTC 478,88
HoC HEZ HH3C\ _CHs
a  Doxycyclin DOXY 444,43 ' S
: NH,
OH \
OH O OH O ©
a Isochlortetracyclin IsoCTC 478,88
a Oxytetracyclin OTC 460,43
a Tetracyclin TC 444,43

Abk.: Abkiirzung; a: 13C¢ SMX; b: 13C6 SDZ; c: 13C¢ SMZ

Tab. 13.3: Bezeichnung, Abkiirzung, Molekiilmasse, Struktur der Hormone.

Bezeichnung Abk. Masse [g/mol] Struktur

Altrenogest Alt 310,43

Progesteron Pro 314,46
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13.2.1 Herstellung der Stammlésungen und Mischstandards

Fiir jede Substanz, ausgenommen IsoCTC, wurde eine Stamml6sung mit der Konzentration von
1 mg/mL hergestellt. Dazu wurden 1 mg (* 0,01 mg) der einzelnen Substanzen, sowie der
internen Standards, in einem definierten Volumen an Methanol gelést. Fiir IsoCTC wurde eine
Stamml6sung mit der Konzentration von 0,5 mg/mL hergestellt. Dieses wurde in Methanol
(MeOH) und Salzsdure geldst. Die Stammldsungen wurden im Gefrierschrank bei -18 °C gelagert.
Durch Verdiinnen der Stammlésungen mit MeOH/Wasser (1:1, v/v bzw. 2,5:1, v/v) wurden die

verwendeten Mischstandards hergestellt.

13.3 Datenauswertung

Die Auswertung der QTRAP-Massenspektren und die Integration der Peaks erfolgte mit der
Software Analyst® 1.6.2 (AB Sciex, Framingham, USA). Als weitere Gerate-Software diente
Chromeleon® 6.80SR8 Build2633 und Dionex Chromatography MS Link™ 2.8.0.2633 von Dionex
(Sunnyvale, CA, USA).

Die Auswertung der QTOF-Massenspektren und die Integration der Peaks erfolgte mit der

Software Analyst® TF 1.7.1, MultiQuant™ 3.0.2, PeakView®2.2 (AB Sciex, Framingham, USA).

Als Software fiir die AAS-Analysen diente Thermo Solaar, Version 11,02 mit der

Spektrometersoftware Version 1,29 von Thermo Scientific
Als Software des TOC-Analysators wurde DIMAQS © 5.0 Dimatec verwendet.

Mittels Microsoft Excel® 2010 erfolgte die Auswertung der Daten. Die statistische Auswertung
wurde mit der Software SigmaPlot® 12.5 durchgefiihrt. Die einzelnen durchgefiihrten

statistischen Tests sind in den zugehorigen Kapiteln erldutert.
13.4 Probenmaterial

13.4.1 Kontrollboden

Flir die Methodenentwicklungen und -Validierungen, sowie fiir die Sorptionsstudie, wurde ein
analytfreier Tonboden verwendet. Dieser stammte aus einer Griinfliche aus D-Pohlheim in
Hessen (50°32°33,312“N, 8°42’15,2“E). Nach Probenahme erfolgte die Trocknung des Bodens im
Trockenschrank. Der Boden wurde vor Verwendung gesiebt.

Der analytfreie Boden besteht aus 3,1 % Sand, 32,5 % Schluff und 64,4 % Ton mit einem Anteil

an organischem Kohlenstoff von 3,6 % und einem pH-Wert von 5,2.

Fiir den Vergleich der Wiederfindungen mit unterschiedlichen Béden wurde ein analytfreier
Sandboden ,Volksmarer Sand“ verwendet. Dieser besteht aus 72,9 % Sand, 19,1 % Schluff und

8 % Ton mit einem organischen Kohlenstoffanteil von 0,55 % und einem pH-Wert von 6,8.
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Zusatzlich wurde ein Lof3boden ,Baunataler LofR“ verwendet. Dieser besteht aus 3,3 % Sand,
76,4 % Schluff und 20,3 % Ton mit einem organischen Kohlenstoffanteil von 0,88 % und einem

pH-Wert von 7,4 (LHL, 2014).

13.4.2 Bodendauerbeobachtungsfliche ,Weser-Ems*

Die Bodendauerbeobachtungsfliche (BDF) ,Weser-Ems" liegt in Niedersachsen. Die Beprobung
wird seit 1993 regelmiflig vom Landesamt fiir Bergbau, Energie und Geologie (LBEG) in
Hannover durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgt in 10 cm Abstinden bis zu einer maximalen
Tiefe von 90 cm von insgesamt vier Kernflichen (K1 - K4) (Hamscher et al, 2002). Nach
Probennahme wurden die Proben gekiihlt und im Dunklen transportiert und anschliefiend bei
frostfrei, in der Regel < 20 °C im Dunkeln gelagert.

Bei dem Boden der BDF ,Weser-Ems*“ handelt es sich um einen sandigen Boden. Dieser besteht
aus 91,6 % Sand, 6 % Schluff und 2.4 % Ton mit einem durchschnittlichen pH-Wert von 4,5
(Hamscher et al, 2002). Die pH-Werte der einzelnen Bodenschichten schwankten zwischen
4,1-4,7. Im Oberboden wurde ein durchschnittlicher Gesamt-Kohlenstoffgehalt von 1,2 %

bestimmt, im Unterboden betragt dieser 0,4 %.
13.5 Analysenmethoden

13.5.1 UHPLC/QTRAP-Methode fiir Sulfonamide (SA) und Tetracycline (TCs)

Fiir die chromatographische Trennung wurde die Sdule Kinetex PFP (2.6 um, 50 x 4,6 mm)
verwendet. Das Eluentensystem setzte sich aus (A) 3 mM Ammoniumformiat mit 0,5 % AS und
(B) MeOH mit 0,1% AS zusammen (Tab. 13.4). Die Saulentemperatur wurde auf 15 °C
eingestellt. Bis zur Messung wurden die Proben bei 10 °C im Autosampler aufbewahrt. Das
Injektionsvolumen betrug 4 pl. Dem Injektionssystem diente ein Gemisch aus
Isopropanol/Wasser (1:1, v/v) als Waschldsung. Der verwendete UHPLC-Gradient ist in Tab.
13.4 dargestellt. Das UHPLC-Eluat wurde vor Einleiten in die lonenquelle mit einem

Splitverhaltnis von 1:10 geteilt.

Tab. 13.4: UHPLC-Gradient fiir die Analyse von SA und TCs mittels UHPLC/QTRAP.

Zeit [min] Fluss [mL/min] Eluent A [ %] Eluent B [ %]
0,0 0,5 78 22
0,5 0,5 78 22
5,0 0,5 60 40
5,5 0,5 60 40
6,5 0,5 35 65
7,5 0,5 35 65
9,1 0,9 1 99
12,0 0,9 1 99

12,2 0,5 78 22
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Die Detektion der Analyten erfolgte mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM) sowie im
ESI*-Modus. Die lonisierung aller Analyten wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt:
Kapillarspannung 5000V, Curtain Gas 25 psi, Kollisionsgas Medium, Zerstaubergas 35 psi,
Heizgas 45 psi, Quellentemperatur 500 °C. Diese Parameter sind geratespezifisch. Die
Aufnahmezeit pro Masseniibergang betrug 100 ms. Fiir jeden Analyten wurden die optimalen
Potentiale und Fragment-lonen durch Direktinfusion der Standardlésungen ermittelt (vgl. Tab.
13.5 und Tab. 13.6). Die internen Standards wurden mit den Potentialen der nicht

isotopenmarkierten Substanzen vermessen.

Tab. 13.5: Massenspektrometrische Parameter fiir die Detektion von SA mittels QTRAP.

Analyt Vorliauferion DP CEP EP Fragment- CE CXP
[M+H]* [vl [V] [V] Ionen [vl [vl

[m/z] [m/z]
SCY 285,1 37 10 4 311} 42}2
SDM 311,1 40 13 5 ;L(l) gg
SDZ 251,1 35 14 4 > 0
SGU 2151 28 11 3 3(1) g;
SMPD 281,1 40 12 4 1081 ;2 gg
SMR 265,1 40 14 4 156,1 3;} i;
SMX 254,1 27 12 4 ;; gg
SMZ 2791 43 12 4 33 42}2
SPY 250,1 39 13 4 ;;} %;}
STZ 256,1 35 15 4 3(5; 42}2

DP: Declustering Potential, CEP Eintrittspotential Kollisionszelle:, EP: Eintrittspotential, CE: Kollisionsenergie, CXP:
Kollisionsaustrittspotential
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Tab. 13.6: Massenspektrometrische Parameter fiir die Detektion von Tetracyclinen mittels QTRAP.

Analyt Vorliauferion DP CEP EP Fragment- CE CXP
[M+H]* vl vl vl Ionen [Vl [Vl

[m/z] [m/z]
154,2 37 3,0
CTC 479,2 49 20 4 4443 27 6,7
154,2 39 3,7
Doxy 445,3 50 15 5 4284 24 6,5
426,2 24 6,6
0TC 461,2 41 16 4 444,2 21 7,0
154,2 38 4,7
TC 445,2 48 14 5 4103 24 6,3
IsoCTC 479,2 47 18 5 462,4 27 7,3

DP: Declustering Potential, CEP Eintrittspotential Kollisionszelle:, EP: Eintrittspotential, CE: Kollisionsenergie, CXP:
Kollisionsaustrittspotential

13.5.2 UHPLC/QTOF-Methode fiir SA und TCs

Fiir die chromatographische Trennung wurde die Sdule Kinetex PFP (2.6 pm, 50 x 4,6 mm)
verwendet. Das Eluentensystem setzte sich aus (A) Reinstwasser mit 2 % ACN und 0,1 % AS und
(B) ACN zusammen (Tab. 13.7). Die Sdulentemperatur betrug Raumtemperatur. Bis zur Messung
wurden die Proben bei 10 °C im Autosampler aufbewahrt. Das Injektionsvolumen betrug 2 pL.
Dem Injektionssystem diente ein Gemisch aus Isopropanol/Wasser (1:1, v/v) als Waschlésung.
Der verwendete UHPLC-Gradient ist in Tab. 13.7 dargestellt. Das UHPLC-Eluat wurde vor

Einleiten in die lonenquelle mit einem Splitverhaltnis von 1:2 geteilt.

Tab. 13.7: UHPLC-Gradient fiir die Analyse von SA und TCs mittels UHPLC/QTOF.

Zeit [min] Fluss [mL/min] Eluent A [ %] Eluent B [ %]
0,0 0,5 91 9
1,0 0,5 91 9
6,5 0,5 70 30
9,5 0,6 1 99
11,5 0,6 1 99
11,7 0,5 9 9
12,3 0,5 9 9

Die Detektion der Analyten erfolgte im ESI*-Modus im Fullscan sowie mittels Produktionenscan.
Die lonisierung der Analyten erfolgte mit folgenden Parametern: Kapillarspannung 5000V,
Curtain Gas 35 psi, Gas 1 55 psi, Gas 2 60 psi, Quellentemperatur 500 °C. Diese Parameter sind
gerdtespezifisch. Die Massenspektrometer-Parameter sind folgend gelistet und sind ebenfalls
gerdtespezifisch: Declustering Potential 100V, Kollisionsenergie 35V (Fullscan 5V),
Kollisionsenergiebereich 15 V, Ionen Release Delay 67 V, lonen Release Width 25 V.
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13.5.3 UHPLC/QTRAP-Methode fiir Altrenogest

Fiir die chromatographische Trennung wurde die Sdule Kinetex PFP (2.6 um, 50 x 4,6 mm)
verwendet. Das Eluentensystem setzte sich aus (A) 1ImM Ammoniumacetat mit 0,5 % AS und (B)
ACN/MeOH (1:1, v/v) zusammen (Tab. 13.8). Die Sdulentemperatur wurde auf 15 °C eingestellt.
Bis zur Messung wurden die Proben bei 10°C im Autosampler aufbewahrt. Das
Injektionsvolumen betrug 2 pL. Dem Injektionssystem diente ein Gemisch aus
[sopropanol/Wasser (1:1, v/v) als Waschldsung. Der verwendete UHPLC-Gradient ist in Tab.
13.8 dargestellt. Das UHPLC-Eluat wurde vor Einleiten in die lonenquelle mit einem

Splitverhaltnis von 1:10 geteilt.

Tab. 13.8: UHPLC-Gradient fiir die Analyse von Altrenogest mittels UHPLC/QTRAP.

Zeit [min] Fluss [mL/min] Eluent A [ %] Eluent B [ %]
0,0 0,7 50 50
1,0 0,7 50 50
1,2 0,7 30 70
2,2 0,7 30 70
2,3 0,9 1 99
3,3 0,9 1 99
4,4 0,7 50 50
5,0 0,7 50 50

Die Detektion der Analyten erfolgte mittels MRM sowie im ESI*-Modus. Die lonisierung aller
Analyten wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt: Kapillarspannung 5000 V, Curtain Gas
25 psi, Kollisionsgas Medium, Zerstdubergas 35 psi, Heizgas 45 psi, Quellentemperatur 500 °C.
Diese Parameter sind geratespezifisch. Die Aufnahmezeit pro Masseniibergang betrug 100 ms.
Fiir jeden Analyten wurden die optimalen Potentiale und Fragement-lonen durch Direktinfusion
der Standardlésungen ermittelt (vgl. Tab. 13.9).

Tab. 13.9: Massenspektrometrische Parameter fiir die Detektion von Altrenogest (Alt) und Progesteron (Pro)
mittels QTRAP.

Analyt Vorlauferion DP CEP EP Fragment- CE CXP
(MR V] VI VI fonen V] V]
[m/z] [m/z]
227,2 33 5
Alt 311,2 32 10 4 269,3 20 8
97,1 35 3
Pro 315,2 34 13 5 109,1 39 3

DP: Declustering Potential, CEP Eintrittspotential Kollisionszelle:;, EP: Eintrittspotential, CE:

Kollisionsenergie, CXP: Kollisionsexitpotential
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13.5.4 UHPLC/QTOF-Methode fiir Seco-cyclin

Fiir die chromatographische Trennung wurde die Sdule Kinetex PFP (2.6 pm, 50 x 4,6 mm)
verwendet. Das Eluentensystem setzte sich aus (A) 1ImM Ammoniumacetat mit 0,5 % AS und (B)
ACN zusammen (Tab. 13.10). Die Sdulentemperatur betrug Raumtemperatur. Bis zur Messung
wurden die Proben bei 10 °C im Autosampler aufbewahrt. Das Injektionsvolumen betrug 4 pL.
Dem Injektionssystem diente ein Gemisch aus Isopropanol/Wasser (1:1, v/v) als Waschlésung.
Der verwendete UHPLC-Gradient ist in Tab. 13.10 dargestellt. Das UHPLC-Eluat wurde vor

Einleiten in die lonenquelle mit einem Splitverhaltnis von 1:2 geteilt.

Tab. 13.10: UHPLC-Gradient fiir die Analyse von Seco-cylin mittels UHPLC/QTOF.

Zeit [min] Fluss [mL/min] Eluent A [ %] Eluent B [ %]
0 0,35 92 8
9,5 0,35 35 65
9,6 0,35 1 99
11,0 0,35 1 99
11,1 0,35 92 8
13,0 0,35 92 8

Die Detektion der Analyten erfolgte im ESI--Modus im Fullscan sowie mittels Produktionenscan.
Die Ionisierung der Analyten erfolgte mit folgenden Parametern: Kapillarspannung -4500V,
Curtain Gas 35 psi, Gas 1 55 psi, Gas 2 60 psi, Quellentemperatur 200 °C. Diese Parameter sind
geratespezifisch. Die Massenspektrometer-Parameter sind folgend gelistet und sind ebenfalls
gerdtespezifisch: Declustering Potential -70V, Kollisionsenergie -33V (Fullscan -5V),
Kollisionsenergiebereich 0 V, lonen Release Delay 67 V, lonen Release Width 25 V.

13.5.5 AAS Messungen der Kupferkonzentrationen in Bodenlésungen

Das Temperaturprogramm der Graphitrohr-AAS fiir die Bestimmung von Kupfer in den
Bodensdulenldsungen ist in Tab. 13.11 dargestellt. Das Probenvolumen betrug 20 uL bei einer
Injektionstemperatur von 70°C. Als Inertgas diente Argon. Die Kiivette stellte eine
Omega-Kiivette dar. Die Untergrundkorrektur erfolgte mittels Zeeman. Die untersuchte
Wellenldnge betrug 324,8 nm mit einer Bandbreite von 0,5 nm und einem Lampenstrom von

80 %.

Tab. 13.11: AAS-Temperaturprogramm fiir die Bestimmung von Kupfer.

Schritt Temperatur [°C] Zeit[s] Anstieg[°C/s] Gasfluss [mL/min]

1 100 30 10 0,2
2 850 20 150 0,2
3 2100 3 0 -
4 2500 3 0 0,2
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13.5.6 DOC-Messungen

Bei der Bestimmung des DOC-Gehaltes wurde der gesamte organische Kohlenstoff in den
fliissigen Bodenextrakten mittels thermischer Oxidation bestimmt. Dazu wurden 100 pL der
aufgearbeiteten Bodenlosung in den TOC-Analysator injiziert. Die Reaktortemperatur fir die
thermische Oxidation betrug 850 °C. Die Quantifizierung erfolgte tiber eine externe Kalibrierung

mittels Kaliumhydrogenphthalat.

13.5.7 Messung der Kohlenstoffgehalte

Die Bestimmung des Gesamt-Kohlenstoffgehaltes des Bodens der Region ,Weser-Ems*“ sowie die
Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehaltes des analytfreien Bodens wurden im Institut
fiir Bodenkunde und Bodenerhaltung der Justus-Liebig-Universitat mittels Vario EL III der Firma

Elementar Americas Inc (NY, USA) durchgefiihrt.
13.6 Probenvorbereitung

13.6.1 Bestimmung der Trockenmasse

Flir die Bestimmung der Trockenmasse wurde die Probe auf 0,001 g genau in ein mit Seesand
konstant gewogenes Porzellanschilchen tiberfiihrt. Mit einem Glasstab erfolgten eine
Vermischung der Probe mit dem Seesand sowie eine Verkleinerung von grofien Partikeln. Die
Probe wurde bis zur Massenkonstanz im Trockenschrank bei 105 °C (* 2 °C) getrocknet. Im
Anschluss wurde der Massenverlust bestimmt und die Trockenmasse berechnet. Weiterhin

erfolgte die Trockenmassenbestimmung mittels Feuchtegehaltbestimmer.

13.6.2 Bestimmung der pH-Werte

Zur Bestimmung der pH-Werte von Boden wurde eine modifizierte Methode der Norm
»,Bodenbeschaffenheit-Bestimmung des pH-Wertes“ DIN ISO 10390 (2005-12) verwendet.
Aufgrund von geringer vorhandener Probenmenge wurde 1g Boden mit 5 mL einer 0,01 M
CaCly-Losung fiir 5 Minuten geschiittelt und anschlieflend fiir mindestens zwei Stunden ruhen

gelassen. Nach erneutem Aufschiitteln der Proben wurden die pH-Werte gemessen.

13.6.3 Fliissig-Fliissig-Extraktion fiir SA und TCs

Zur Bestimmung der Sulfonamid- und Tetracyclinkonzentrationen wurde 1 g Boden in ein 15 mL
Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Probe wurde mit dem internem Standard dotiert (70 pg/kg,
13C¢ isotopenmarkiertes SDZ, SMX und SMZ) und fiir 7 Tage bei Raumtemperatur unter

Lichtausschluss inkubiert.

Die erste Extraktion erfolgte mit 3 mL Citrat-Puffer fiir 10 Minuten mittels Vortex-Genie 2 mit
dem Aufsatz ,Multi-Holder Tube“ im Dauerbetrieb, nachdem eine Mischung des

Boden/Citrat-Puffer Gemischs mittels Vortexer durchgefiihrt wurde. Nach Zentrifugation (3 min,
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3000 g, 10°C) wurde der Uberstand in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und iiber
Nacht im Kiihlschrank gelagert. Fiir die zweite Extraktion wurden auf den Riickstand 2 mL
Citrat-Puffer und 4 mL Methanol gegeben. Eine Mischung und Lockerung des Riickstandes
erfolgte erneut mittels Vortexer. Die Zentrifugenrohrchen wurden auf dem Horizontalschiittler
fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss bei 720 1/min geschiittelt. Nach
Ablauf der 24 Stunden wurde die Proben erneut zentrifugiert und der Uberstand mit dem
Uberstand der ersten Extraktion vereinigt. Um den organischen Anteil zu senken, wurden die
Proben anschlief3end bei 40 °C fiir 30 min im Stickstoffstrom behandelt. Nachdem die Proben
mit Reinstwasser auf ein Volumen von 27,5 mL verdiinnt wurden, um eine weitere Senkung der
Konzentration des organischen Anteils zu erwirken, erfolgte die automatische

Festphasenextraktion (ASPEC).
Die Durchfithrung erfolgte nach folgendem Schema:

Konditionierung =—>»  Probenaufgabe —> Elution

3 mL MeOH+0,1 % AS 25 mL Probe 2x1mLMeOH + 0,1 9% AS
3 mL MeOH Chromabond®-HRX 2 x1 mL MeOH
3 mL Citrat-Puffer

Die Eluate der SPE wurden in einen 10 mL Spitzkolben {berfiihrt und mittels
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Die Aufnahme des Riickstandes erfolgte mit
2x 100 pL. MeOH/Wasser (1:1, v/v). Anschliefdend wurden die Proben bei -18 °C ausgefroren.
Zum Entfernen von Schwebstoffen und Partikeln wurden die Proben, vor dem Abfiillen in
HPLC-Vials, zentrifugiert (3 min, 13300g, 10 °C). Fiir die Messung mittels UHPLC/QTRAP
wurden die Proben unverdiinnt eingesetzt. Fiir die Messung mittels UHPLC/QTOF erfolgte eine
Verdiinnung von 1:5 mit MeOH/Wasser (1:1, v/v). Zur Quantifizierung wurde ein
Losungsmittel-Mischstandard aus allen Analyten mit der Konzentration 100 pg/kg (IST:
70 pg/kg) hergestellt.

13.6.4 Mikrowellenextraktion fiir SA

Bevor die Proben mittels Mikrowellenextraktion aufgearbeitet wurden, wurde 1 g Boden in ein
15 mL Zentrifugenrohrchen gegeben und mit internem Standard dotiert (50 pg/kg, 13Cs
isotopenmarkiertes SDZ, SMX und SMZ) und fiir 7 Tage bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Fiir die Extraktion wurden die Proben aus den Zentrifugenréhrchen
quantitativ mit 6 mL ACN/Citrat-Puffer (4:1, v/v) in ein 100 mL PTFE-Extraktionsgefafs des
Hochdruckrotors HPR-1000/10S iiberfiihrt. AnschliefRend wurden die Gefiafde geschwenkt. Nach

Schliefden der PTFE-Extraktionsgefafie erfolgte die Mikrowellenextraktion.
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Das Temperaturprogramm der Mikrowelle umfasste folgende Heizschritte:

a. Aufheizen auf 100 °C innerhalb von 6 min
b. Halten von 100 °C fir 15 min
c. Ventilieren fiir 15 min (Abkiihlphase)

Nach Ende des Mikrowellenprogramms wurden die PTFE-Extraktionsgefifie im Eisbad weiter
abgekiihlt und anschliefSend im Abzug geoffnet. Die Extrakte wurden in ein frisches 15 mL
Zentrifugenrohrchen quantitativ iiberfithrt und zentrifugiert (3 min, 3000g, 10°C). Nach
Zentrifugation wurden die Proben fiir 45 Minuten im Stickstoffstrom eingeengt und mit

Reinstwasser ad 27,5 mL verdinnt.

Die weitere Aufarbeitung der Extrakte mittels ASPEC und anschlieffender Aufnahme in

MeOH/Wasser (1:1, v/v) entspricht dem Vorgehen aus Kapitel 13.6.3.

13.6.5 Extraktionsmethoden fiir Altrenogest
Die Extraktion von Altrenogest erfolgte einmal aus Boden und aus der wassrigen Phase. Mittels
Flissig-Fliissig-Extraktion wurde Altrenogest aus Boden extrahiert. Die wassrige Phase wurde

mit automatischer Festphasenextraktion aufgearbeitet.
Boden

Zur Extraktion wurden 1g feuchter Boden in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen gegeben. Der
Boden wurde mit internem Standard (Progesteron, 50 pg/kg) dotiert und fiir 10 Minuten
inkubiert. AnschliefSend wurden 5 mL ACN auf die Probe gegeben und die Probe durchmischt.
Die Extraktion erfolgte anschlieféend fiir 20 Minuten auf dem Horizontalschiittler mit 720 1/min
unter Lichtausschluss. Nach Zentrifugation (3 min, 3000 g, 10 °C) wurde der Uberstand in einen
50 mL Spitzkolben tiberfiihrt. Auf den Boden wurden erneut 5 mL ACN gegeben, durchmischt
und erneut 20 Minuten auf dem Horizontalschiittler extrahiert. Nach Zentrifugation wurden die

Uberstinde im Spitzkolben vereinigt und bis zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt.

Waissrige Phase

Flir die automatische Festphasenextraktion wurden 10 mL wassrige Phase eingesetzt. Dafiir
wurden die Proben in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen gegeben und mit internem Standard
(Progesteron 5 pg/L) versetzt. Zusatzlich wurden 3 mL Wasser und 1 mL ACN in die Proben
gegeben. Die Durchfiihrung der automatischen Festphasenextraktion erfolgte nach folgendem

Schema:



[V: EXPERIMENTELLER TEIL 133

Konditionierung =» Probenaufgabe=)» Waschschritt=>» Elution

3 mL ACN 10 mL Probe 3mL 10 % ACN 2x1mLACN
3 mL ACN + 5 % NH3 Chromabond®-HRX 2x1 mLACN + 5 9% NH;3
3mL 10 % ACN

Die Eluate der SPE wurden in einen 10 mL Spitzkolben {iberfiihrt und mittels

Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt.

Die weitere Vorgehensweise war fiir die wassrige Phase und fiir den Boden identisch. Die
Aufnahme der Riickstdnde erfolgte mit 2x200 uL. MeOH/Wasser/ACN (0,5:0,5:1, v/v/v).
Anschlieféend wurden die Proben bei -18 °C ausgefroren. Zum Entfernen von Schwebstoffen und
Partikeln wurden die Proben, vor dem Abfiillen in HPLC-Vials, zentrifugiert (3 min, 13300 g,
10 °C). Fiir die Messung mittels UHPLC/QTRAP wurden die Proben unverdiinnt eingesetzt.

13.6.6 Konigswasseraufschluss fiir Kupfer und Zink
Der mikrowellenunterstiitzte Konigswasseraufschluss wurde fiir die Bestimmung von Kupfer
und Zink in den Bodenproben herangezogen. Die Basis der verwendeten Methode stellte die
Modifikation der Norm ,Schlamm, behandelter Bioabfall und Boden-Aufschluss von mit
Konigswasser ldslichen Anteilen von Elementen“ (DIN EN 16174) sowie die Applikation E708
der MLS GmbH (Mikrowellen Laborsysteme GmbH) dar.

Die Proben der Tiefe 0-10 cm, 10-20 cm und 20-30 cm der jeweiligen Teilfliche wurden fiir eine
Mischprobe vereinigt. Dazu wurden die einzelnen Proben zundchst homogenisiert. Anschliefdend
wurden jeweils 5 g Probe in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und bis zur Homogenitat

der Mischprobe geschiittelt.

Flir die Extraktion standen 10 PTFE-Extraktionsgefifie zur Verfligung. Diese wurden zu Beginn
mit HNO3 (verd.) ausgespiilt, um eine Kontamination zu verhindern. Fiir die Extraktion wurden
jeweils 0,5 g Boden in ein PTFE-Extraktionsgefafd iiberfiihrt. Anschlieffend wurden 2 mL
Reinstwasser, 6 mL HCl (konz.) und 2 mL HNO3z (konz.) hinzugegeben. Die Gefdfie wurden
geschwenkt und 5 Minuten im Abzug stehen gelassen, so dass erste entstehende Gase
entweichen konnten. Nach SchlieRen der PTFE-Extraktionsgefifie erfolgte die

Mikrowellenextraktion.

Bei jedem Mikrowellendurchgang wurde ein Referenzboden in einem Referenzgefaf3, zur
Uberpriifung einer erfolgreichen Extraktion, mitgefiihrt. Das Temperaturprogramm der

Mikrowelle umfasste folgende Heizschritte:
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a. Aufheizen auf 120 °C innerhalb von 3:30 min

b. Weiteres Aufheizen auf 175 °C innerhalb von 4 min
c. Halten von 175 °C fiir 10 min

d. Ventilieren fiir 15 min (Abkiihlphase)

Nach Ende des Mikrowellenprogramms wurden die PTFE-Extraktionsgefafie im Eisbad weiter
abgekiihlt und anschliefRend im Abzug geoffnet. Die Losung wurde mit 20 mL H»0 verdiinnt und
Uiber einen sdureresistenten Filter in einen 50 mL-Messkolben filtriert. Die
PTFE-Extraktionsgefidfie wurden mit HNOs (verd.) nachgespiilt und iiber den Riickstand im
Filter gegeben. Des Weiteren wurde der Riickstand mit HNO3 (verd.) gewaschen. Nach Abtropfen
des Filters wurde ad Marke mit Reinstwasser aufgefiillt. Der fertige Extrakt wurde in ein 100 mL

Schraubdeckelgefaf? iiberfiihrt und bis zur Messung dunkel und bei Raumtemperatur gelagert.

Die Extrakte wurden mittels ICP-OES und ICP-MS (Tab. 13.12), beide Geridte von der Firma
PerkinElmer Inc. in Waltham USA, im Landesbetrieb Hessisches Landeslabor

(D-Kassel-Harleshausen) vermessen.

Tab. 13.12: ICP-OES und ICP-MS Parameter.

ICP-OES ICP-MS
OPTIMA 8300 Nexion 300D

Plasma 12 L/min Plasma 16 L/min
Auxillary 0,2 L/min Nebulizer 0,94 L/min
Nebulizer 0,6 L/min RF Power 1300 W
RF Power 1300 W
Plasmatemperatur ca. 9000 °C [sotope:
Wellenldngen: Kupfer 63
Kupfer 324,752 nm Zink 66
Zink 213,857 nm Interner Standard Rhodium

Die Ergebnisse der Bestimmung [mg/kg] beziehen sich auf die Trockenmasse. Die statistische

Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software SigmaPlot® 12.5.

13.6.7 Extraktion mittels Ultraschallsonde

Fiir die Extraktion mittels Ultraschallsonde wurde 1 g Boden in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen
gegeben. Nach Dotierung des Bodens mit Analyten und internem Standard erfolgte die Zugabe
von 2 mL Citrat-Puffer und 4 mL Methanol. Nach Homogenisierung erfolgte die Extraktion fiir
2x15 Sekunden mit einer Amplitude von 50 % bei einer Pulsstufe von 9 (0,9 Sekunden

Arbeitsschritt und 0,1 Sekunden Ruheschritt).

Die weitere Aufarbeitung der Extrakte mittels ASPEC und anschlieffender Aufnahme in

MeOH/Wasser (1:1, v/v) entspricht dem Vorgehen aus Kapitel 13.6.3.
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13.6.8 Kupfer Leachingexperiment im Labormaf3stab mit Realproben

Als Bodensdulen wurden 50 mL Zentrifugenréhrchen verwendet, in dem sie am unteren Ende
aufgeschnitten wurden. Aschefreies Filterpapier wurde zum Abdichten des Loches verwendet.
Das Filterpapier wurde mit wenigen Tropfen Reinstwasser befeuchtet und angedriickt.
Anschlieféend wurden 10 g der jeweiligen Bodenprobe ,Weser Ems* in das Zentrifugenréhrchen
eingefiillt und mit einem weiteren Filterpapier bedeckt. Die Sdulen wurden senkrecht
angebracht und mit 10 mL Reinstwasser versetzt und das Sickerwasser aufgefangen. Das
schrittweise Bewdassern der Bodensaulen mit 10 mL Reinstwasser erfolgte tageweise. Die Eluate
wurden zur Konzentrationsbestimmung von Kupfer eingesetzt, indem diese mit 50 mL
verdlinnter Salpetersdure aufgefiillt wurden. Vor Messung wurden die Eluate zentrifugiert

(10 min, 13300 g, 20 °C). Die Lagerung der Eluate erfolgte bei 5 °C.

13.6.9 DOC-Extraktion

Fiir die DOC-Extraktion wurden 0,5 g Boden in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen und
mit 10 mL einer 0,5 molaren Kaliumsulfat-Losung die auf einen pH-Wert < 2 eingestellt wurde,
(43,57 g auf 0,5 L Reinstwasser) versetzt (Carrillo-Gonzalez et al, 2013). Die Probe wurde
homogenisiert und fiir 10 min auf dem Horizontalschiittler bei 720 1/min extrahiert. Nach
Zentrifugation (5 min, 3000 g, 10 °C) wurde der Uberstand iiber einen Spritzenvorsatzfilter

(0,45um) in das Probengefafd des TOC-Analysators tiberflihrt.

13.6.10 Bestimmung von Huminstoffen in Boden

Fliir die Extraktion wurden 5g Boden mit jeweils 25 mL Natronlauge (0,1 M) und
Natriumpyrophosphat (0,1 M) versetzt und fiinf Stunden auf dem Horizontalschiittler bei
720 1/min extrahiert. Nach Zentrifugation (10 min, 3000 g) wurde der Uberstand filtriert und
photometrisch bei 472 nm analysiert, um die Huminstoffe zu bestimmen. Fiir die Bestimmung
der Fulvosduren wurde die filtrierte Losung mit Salzsdure auf einen pH-Wert < 1 angesduert und
erneut zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde photometrisch bei 472 nm analysiert. Der
erhaltene Riickstand wurde durch mehrmaliges Waschen mit angesduertem Wasser gewaschen
und bei 105°C fiir 2 Stunden getrocknet. Die Aufnahme erfolgte anschlieffend in 50 mL
Natronlauge (0,1M). Diese Losung wurde bei 472 nm sowie bei 664 nm vermessen. Die
Quantifizierung erfolgte anhand einer externen Kalibrierung mittels Huminsdurestandard

(Rump, 1998).

13.6.11 Seco-cyclin-Extraktion

Flir die Aufarbeitung wurden 2 g Boden in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen gegeben und mit
6 mL Citrat-Puffer versetzt. Mittels Vortexer wurde das Boden/Citrat-Puffer-Gemisch intensiv
gemischt. Anschlief3end erfolgte die Extraktion mit dem Horizontalschiittler, bei 720 1/min fiir

20 Minuten. Nach Zentrifugation (10 min, 3000 g) wurde der Uberstand abdekantiert und der
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Riickstand mit weiteren 6 mL Citratpuffer versetzt. Mittels Vortexer erfolgte die erneute
Vermischung von Boden und Citrat-Puffer. Anschlief;end wurde eine zweite Extraktion mit dem
Horizontalschiittler fiir 20 Minuten durchgefiihrt. Beide Uberstinde wurden vereinigt, mittels

SPE aufgereinigt, die Eluate aufgenommen und bei -18 °C aufbewahrt (vgl. Kap. 13.6.3).

13.7 Sorptionsstudie Altrenogest

Die Sorptionsstudie erfolgte in 50mL Zentrifugenréhrchen. Insgesamt wurden zwei
unterschiedliche Ansitze, jeweils in Doppelbestimmung, durchgefiihrt. Bei Ansatz AB wurde der
Wirtschaftsdiinger mit Altrenogest versetzt und auf den Boden gegeben. Anschliefend erfolgte
die Zugabe der Wasserphase. Bei Ansatz B wurde kein Wirtschaftsdiinger auf den Boden
gegeben, sondern lediglich ein Boden/Wasser-System hergestellt, bei dem das Wasser mit
Altrenogest dotiert wurde (vgl. Abb. 13.1). Fiir die Ansidtze wurden analytfreier Boden und

analytfreie Schweinegiille sowie destilliertes Wasser verwendet.

Ansatz AB Ansatz B

Wasser Altrenogest

Wasser —
Altrenogest

Wirtschaftsdiinger
' Boden Boden '

Abb. 13.1: Aufbau der Sorptionsstudie von Altrenogest fiir Ansatz AB und B.

Fliir Ansatz AB wurden 4,9 g analytfreier Boden in die Zentrifugenréhrchen eingewogen.
Anschlieflend wurden 0,1 g der mit Altrenogest dotierten Schweinegiille (5 mg/kg) auf den
Boden gegeben und durch Schiitteln homogenisiert. Nach Zugabe von 25 mL Wasser wurden die
Zentrifugenrohrchen verschlossen und durch Schiitteln die Vermischung der zwei Phasen
sichergestellt. Fiir Ansatz B wurden 5 g Boden in die Zentrifugenréhrchen eingewogen. Danach
wurden 25 mL Wasser hinzugefiigt, welches zuvor mit der dquivalenten Menge Altrenogest
(500 ng) wie Ansatz AB dotiert wurde. Durch Schiitteln erfolgte die Vermischung der beiden

Phasen.

Die Zentrifugenrohrchen wurden aufrecht stehend bei Raumtemperatur im Dunkeln bis zur

Probennahme gelagert. Diese erfolgte nach 1 Stunde, 1 Tag, 3 Tagen, 7 Tagen, 14 Tagen und 28
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Tagen. Fiir jeden Probennahmetag wurden Zentrifugenréhrchen mit den obigen Ansétzen in
Doppelbestimmung angesetzt. Die Quantifizierung erfolgte mittels Matrixstandards (wéssrige
Phase: 2,5 ng/mL, Boden: 10 pg/kg) liber das Verhéltnis der Peakfliche Analyt/ Peakflache IST,
welche fiir jeden Probennahmetag frisch aufgearbeitet wurden. Fiir jeden Probennahmetag
wurde ein Blindwert-Ansatz, nach Vorbild von Ansatz B, mitgefiihrt. Der Blindwert-Boden diente
nach Dotierung mit Altrenogest und Inkubation von einer Stunde als Probenmatrix fiir den
Bodenmatrixstandard. 10 mL Blindwert-Losung dienten nach Dotierung mit Altrenogest als

Probenmatrix fiir den Matrixstandard der wassrigen Phase.

Zur Auswertung der Sorptionsstudie wurde der prozentuale Anteil in der wassrigen Phase sowie

im Boden nach folgenden Gleichungen bestimmt:

GBoden

l:)Boden [%] = x 100 [%]

Start

Gwéissrig

Pwéissrig [%] = x 100 [%]

Start

Pgoden: Anteil von Altrenogest im Boden [%]
Puwassrig: Anteil von Altrenogest in der wissrigen Phase [%]
GBoden: Anteil von Altrenogest im Boden [ng]
Gwassrig: Anteil von Altrenogest in der wassrigen Phase [ng]

Gstare: Dotierungsmenge von Altrengoest [ng]
Die Kp-Werte wurden nach folgenden Gleichungen berechnet:

KD - GBoden

Gwéissrig

GBoden: Anteil von Altrenogest im Boden [ng]
Guwassrig: Anteil von Altrenogest in der wassrigen Phase [ng]

Die Koc-Werte wurden nach folgender Gleichung berechnet:

100
% OC

Koc = Kp *

%0O0C: Gehalt an organischem Kohlenstoff (vgl. Kap. 13.4.1)

Der log-Koc-Wert wurde durch Bildung des dekadischen Logarithmus von Ko¢ gebildet.
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13.8 Matrixeffekte

13.8.1 Qualitativer Matrixeffekt

Der qualitative Matrixeffekt wurde mittels Post-column-Infusion bestimmt. Mit dieser Methode
kann tuberpriift werden, ob das Signal der Analyten aufgrund von Matrix unterdriickt oder
verstarkt wird. Dazu wird mittels Spritzenpumpe ein konstanter Fluss (10 pL/min) des Analyten
(1 ug/mL) in das Massenspektrometer eingeleitet. Uber die UHPLC wird eine Probe (Matrix oder
Methanol) injiziert, mit dem jeweiligen Gradienten aufgetrennt und ebenfalls in das
Massenspektrometer eingeleitet. Das Splitverhaltnis bleibt bestehen, indem mit einem
Kreuzstiick gearbeitet wird. Mit dem Vergleich der Signalintensititen von Methanol und
Leermatrix, zum Zeitpunkt der jeweiligen Elution eines Analyten, werden Signalunterdriickung

oder Signalverstarkung kontinuierlich erfasst.

13.8.2 Quantitative Matrixeffekte

Zur Bestimmung der quantitativen Matrixeffekte (ME) wurde eine aufgearbeitete Leermatrix mit
den Analyten dotiert und in das Verhdltnis mit einem entsprechend Kkonzentrierten
Losungsmittelstandard gesetzt. Matrixeffekte > 5 % deuten dabei auf eine Signalverstiarkung
und Matrixeffekte < 5% auf eine Signalunterdriickung. Effekte unter 5% werden als nicht
signifikant angesehen und auf die Messvariation zuriickgefiihrt. Die Bestimmung der (ME)

erfolgte nach folgender Gleichung:
B
ME =(Z —1)>< 100 %

A: Peakflache Losungsmittelstandard

B: Peakflache dotierte Leermatrix
13.9 Methodenvalidierung

13.9.1 Fliissig-Flissig-Extraktion fiir SA und TCs

Fiir die entwickelte Methode zur Bestimmung von Sulfonamiden und Tetracyclinen wurde eine
Validierung mit folgenden Parametern durchgefiithrt: Linearitdt, Intraday-Prazision,
Interday-Prazision, Wiederfindung, Nachweis- und Bestimmungsgrenze und Stabilitit. Die
Parameter wurden fiir dotierten Boden mit zwei Inkubationszeiten (Analyten: 10 Minuten und 7
Tage, IST: 10 Minuten) bestimmt. Die Validierung erfolgte sowohl fiir die Analyse mittels
UHPLC/QTRAP als auch fiir die Analyse mittels UHPLC/QTOF.

Die Intraday-Prazision wurde anhand dotierter Proben mit zwei Konzentrationen (100 und

500 pg/kg) und jeweils sechs Replikationen bestimmt. Fir die Bestimmung der
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Interday-Prazision wurden dotierte Proben mit obigen Konzentrationen an drei

aufeinanderfolgenden Tagen aufgearbeitet.

Der Linearitatsbereich wurde anhand einer Matrixkalibrierung mit 28 Konzentrationen im
Bereich von 0,1 pg/kg bis 1 mg/kg bestimmt. Die Uberpriifung der Linearitit der einzelnen
Analyten erfolgte mit dem Test nach Mandel (DIN 38402-51, 2017-05).

Mit dem Mandeltest wird gepriift, ob die quadratische Regression die Daten signifikant besser

widerspiegelt als die lineare Regression.

y=a+bx+cx?

y=a+bx

Beide Kalibrierfunktionen werden erstellt und die zugehdrigen Reststandardabweichungen
berechnet. Als ,Reste” werden die vertikalen Abstinde von den einzelnen Messwerten zur
errechneten Kalibrierfunktion bezeichnet. Die Standardabweichung aller Abstinde ist ein Maf}

fiir die Streuung der Messwerte um die Gerade bzw. Kurve.

Der Vergleich der Reststandardabweichungen der linearen und der quadratischen
Kalibrierfunktion erfolgt rechnerisch durch Bildung der Differenz der Abweichungsvarianzen DS

und wird wie folgt berechnet:
DS? = (N-2) - 5,312 - (N-3) = 5y52°

DS = Differenz der Abweichungsvarianzen

N = Anzahl der Messungen

Syx1 = Reststandardabweichung der linearen Funktion

Syx2 = Reststandardabweichung der quadratischen Funktion

Der Priifwert PW wird mit folgender Gleichung berechnet und mit dem Tabellenwert des F-Tests

(fi=1, f2=N-3, P =99 %) verglichen.

DS?

Die Kalibrierfunktion ist im untersuchten Arbeitsbereich linear, wenn der PW <TW st
(Kromidas, 2011). Fiir jeden Analyten erfolgte eine Einteilung in Arbeitsbereiche, welche durch
Uberpriifung der Varianzenhomogenitit ermittelt wurden. Hierfiir wurden die
Standardabweichungen der Standards am unteren und oberen Ende des Arbeitsbereiches

mittels F-Test verglichen (P = 99 %).
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Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze in Matrix wurde tber das Signal zu Rauschverhéltnis
(NWG: S/N >3 und BG: S/N >10) bestimmt. Dabei wurde der schwichere der beiden
detektierten Masseniibergidnge zur Festsetzung der NWG und BG der einzelnen Analyten

verwendet (Kromidas, 2011).

Die Stabilitidt der extrahierten Bodenproben wurde nach 1, 2, 7 und 31 Tagen, unter Lagerung

bei -18 °C, untersucht.

Fiir die Berechnung der Wiederfindung wurde Boden mit unterschiedlichen Konzentrationen
(10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 und 1000 pg/kg) dotiert (Inkubation der Analyten: 10 Minuten
und 7 Tage, Inkubation des IST: 10 Minuten) und aufgearbeitet. Anhand der
Wiederfindungsfunktion wurde tiberpriift, ob aufgrund der Matrix ein konstant-systematischer
Fehler oder ein proportional-systematischer Fehler vorlag. Mittels Losungsmittelkalibrierung
wurde die absolute Wiederfindung bestimmt. Die Bestimmung der absoluten Wiederfindung zur
Quantifizierung erfolgte anhand der Lo&sungsmittelkalibrierung mit dotierten Proben

(Inkubation der Analyten: 14 Tage; Inkubation des IST: 7 Tage).

Zur  Prifung auf systematische Fehler = wurden zunichst die jeweiligen
Wiederfindungsfunktionen aufgestellt. Hierfiir wurden die Gehalte der Bodenproben anhand der
Losungsmittelkalibrierung berechnet und diese gegen die Kalibrierkonzentrationen aufgetragen.
Im Idealfall ergdbe sich demnach eine Gerade mit einem Achsenabschnitt a von Null und einer
Steigung b von Eins. Da Messwerte immer einer Streuung unterliegen, werden
Vertrauensbereiche (VB) ermittelt, die diese Idealwerte einschliefien miissen. Der
Vertrauensbereich des Achsenabschnitts VB(a) und der der Steigung VB(b) werden nach

folgenden Gleichungen bestimmt:

2
C

el

1
VB(@) =azxt,rrsy=attyr Sy N +

e

<

X

t,¢*s
VB(b)=b* t,s,=b+ 2L

Vs
a = Achsenabschnitt
b = Steigung,
tps= Student-t-Faktor (P =99 %, f = N-2)
N = Anzahl der Konzentrationsniveaus
Sxy = Reststandardabweichung der Wiederfindungsfunktion

X, = Mittelwert aller Konzentrationsniveaus
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2
Qx = Quadratsumme (%; - X)
sa= Standardabweichung der Regressionsgeraden des Achsenabschnitts

sp= Standardabweichung der Regressionsgeraden der Steigung

Wenn der VB des Achsenabschnitts den Wert a = 0 nicht einschliefst, liegt eine konstant-
systematische Abweichung vor. Eine proportional-systematische Abweichung liegt vor, wenn
der VB der Steigung den Wert b = 1 nicht einschlief3t. Ein konstant-systematischer Fehler ist
unabhdngig von der Konzentration der Analyten. Ein proportional-systematischer Fehler
dagegen ist abhingig von der Konzentration der Analyten. Dies fithrt zu einer Anderung der
Steigung der Matrixkalibriergeraden. Zum Ausgleich des proportional-systematischen Fehlers
muss bei der Quantifizierung die Wiederfindung miteinberechnet werden (Funk, 2005;

Kromidas, 2011).

13.9.2 Mikrowellenextraktion fiir SA

Folgende Parameter wurden zur Methodenvalidierung der Mikrowellenextraktion bestimmt:
Linearitat, Intraday-Prazision, Interday-Prazision, Wiederfindung, Nachweis- und
Bestimmungsgrenze. Hierbei wurden Proben verwendet, die 7 Tage mit den Analyten inkubiert
wurden (Ausnahme Prazision: 10 Minuten Inkubation). In Kap. 13.9.1 und Kap. 7.1 wurde die
Stabilitdit von Bodenextrakten bereits untersucht und auf die Ergebnisse der MWE-Extrakte
libertragen, da nur eine 48-stiindige Stabilitdt gegeben war. Somit wurden die Proben direkt

nach Aufarbeitung vermessen. Die Validierung erfolgte fiir die Analyse mittels UHPLC/QTRAP.

Die Intraday-Prazision wurde anhand dotierter Proben mit zwei Konzentrationen (100 und
500 pg/kg) und jeweils sechs Replikationen bestimmt. Fiir die Bestimmung der
Interday-Prazision wurden dotierte Proben mit obigen Konzentrationen an drei
aufeinanderfolgenden Tagen aufgearbeitet.

Der Linearitatsbereich wurde anhand einer Matrixkalibrierung mit 10 Konzentrationen im
Bereich von 1 pg/kg bis 1 mg/kg bestimmt. Die Uberpriifung der Linearitit der einzelnen
Analyten erfolgte mit dem Test nach Mandel (vgl. 13.9.1).

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze in Matrix wurde tber das Signal zu Rauschverhéltnis
(NWG: S/N >3 und BG: S/N >10) bestimmt. Dabei wurde der schwichere der beiden
detektierten Masseniibergdnge zur Festsetzung der NWG und BG der einzelnen Analyten
verwendet.

Fiir die Berechnung der Wiederfindung wurde Boden mit unterschiedlichen Konzentrationen
(10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 und 1000 ug/kg) dotiert (Inkubation der Analyten: 7 Tage,
Inkubation des IST: 10 Minuten) und aufgearbeitet. Anhand der Wiederfindungsfunktion wurde

tiberprift, ob ein konstant-systematischer Fehler oder ein proportional-systematischer Fehler
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vorlag. Mittels Losungsmittelkalibrierung wurde die absolute Wiederfindung bestimmt. Die
Bestimmung der absoluten Wiederfindung zur Quantifizierung erfolgte anhand der
Losungsmittelkalibrierung mit dotierten Proben (Inkubation der Analyten: 14 Tage; Inkubation
des IST: 7 Tage). Zur Priifung auf systematische Fehler wurden die jeweiligen

Wiederfindungsfunktionen aufgestellt und Vertrauensbereiche berechnet (vgl. 13.9.1).

13.9.3 Extraktion von Altrenogest

Folgende Parameter wurden fiir die Methodenvalidierung fiir die Extraktion von Altrenogest
bestimmt: Linearitdt, Intraday-Prazision, Interday-Prazision, Wiederfindung, Nachweis- und
Bestimmungsgrenze und Stabilitit. Hier erfolgte die Validierung sowohl fiir die wassrige Phase
als auch fiir feuchten Boden. Die Inkubationszeit der Analyten mit dem Boden betrug 1 Tag. Die

wassrige Phase wurde mit dem Verhaltnis Boden/Wasser (1:5, m/v) hergestellt.

Die Intraday-Prazision wurde anhand dotierter Proben mit zwei Konzentrationen (5 ng/mL und
20 ng/mL sowie 60 pug/kg und 100 pg/kg) und jeweils sechs Replikationen bestimmt. Fiir die
Bestimmung der Interday-Prazision wurden dotierte Proben mit obigen Konzentrationen an

drei aufeinanderfolgenden Tagen aufgearbeitet.

Der Linearititsbereich wurde anhand einer Matrixkalibrierung mit 10 Konzentrationen im
Bereich von 0,1 ng/mL bis 40 ng/mL sowie 1 pug/kg bis 500 pg/kg bestimmt. Die Uberpriifung

der Linearitit der einzelnen Analyten erfolgte mit dem Test nach Mandel (vgl. 13.9.1).

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze in Matrix wurde iiber das Signal zu Rauschverhaltnis
(NWG: S/N >3 und BG: S/N >10) bestimmt. Dabei wurde der schwichere der beiden

detektierten Masseniibergiange zur Festsetzung der NWG und BG verwendet.

Fiir die Berechnung der Wiederfindung wurden Boden sowie wassrige Phase mit
unterschiedlichen Konzentrationen (20, 40, 60, 80, 100, 600 pg/kg und 1, 2,5, 5, 10 und
20 ng/mL) dotiert und aufgearbeitet. Fiir feuchten Boden wurde die Methodenwiederfindung
mittels Matrixkalibrierung nach einer Inkubationszeit des Analyten von 1 Stunde und 7 Tagen
bestimmt (IST: 10 Minuten). Die Methodenwiederfindung der wassrigen Phase wurde nach
einer Inkubationszeit von 1 Stunde mittels Matrixkalibrierung bestimmt. Mittels
Losungsmittelkalibrierung wurde die absolute Wiederfindung bestimmt. Zur Prifung auf
systematische Fehler wurden die jeweiligen Wiederfindungsfunktionen aufgestellt und

Vertrauensbereiche berechnet (vgl. 13.9.1).

Die Stabilitit der reinen Losungsmittelstandards sowie die Stabilitit der Matrixextrakte wurde
bestimmt. Die Losungsmittelstandards wurden bei -18 °C gelagert und an Tag 1, 2, 8 und 31
analysiert. Die Matrixextrakte aus der wassrigen Phase und dem Boden wurden bei -18 °C

gelagert und an den Tagen 1, 2, 8, 12, 19 und 33 analysiert.
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Anhang 1: TIC-Standardchromatogramm gemessen mittels QTRAP, mit einer Konzentration von 100 pg/L.
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Anhang 2: Mittels LLE ermittelte Riickstandsgehalte, bezogen auf die Trockenmasse und mittels
Wiederfindung korrigiert, von SGU, SDZ, 4-OH-SDZ, SMZ, TC und IsoCTC [pg/kg] in den Frithjahrsproben aus
den Jahren 2001, 2002, 2005, 2008, 2009, 2015 und 2017 und in den Herbstproben des Jahres 2008. Als BG
wurde die jeweilige BG von 10 Minuten herangezogen, n.d.: nicht detektiert/kleiner NWG.

Frithjahr 2001 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 4,8 1,3 <BG 7,4 254,1 14,7
10-20 K1 6,5 1,6 <BG 8,4 186,5 13,0
20-30 K1 7,4 <BG <BG 6,5 85,7 7,7
30-40 K1 n.d. n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d.
40-50 K1 n.d. n.d. n.d. <BG n.d. n.d.
50-60 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
60-70 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
80-90 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

0-10 K2 11,0 21 <BG 9,7 91,5 9,3
10-20 K2 6,42 1,4 1,1 8,8 215,8 8,1
20-30 K2 10,2 1,3 1,3 10,6 114,3 4,7
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30-40 K2 3,7 n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d.
40-50 K2 <BG n.d. n.d. <BG n.d. n.d.
50-60 K2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
60-70 K2 n.d. n.d. n.d. <BG n.d. n.d.
70-80 K2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
80-90 K2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0-10 K3 8,2 1,5 <BG 11,6 151,3 21,8
10-20 K3 7,7 1,1 <BG 12,0 178,4 9,0
20-30 K3 8,8 1,1 <BG 8,9 104,3 6,5
30-40 K3 <BG n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d.
40-50 K3 <BG n.d. n.d. <BG n.d. n.d.
50-60 K3 n.d. 1,3 n.d. <BG n.d. n.d.
60-70 K3 <BG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
80-90 K3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0-10 K4 5,8 <BG <BG 5,2 115,3 6,8
10-20 K4 6,2 <BG <BG 4,6 105,7 59
20-30 K4 5,7 1,0 <BG 4,1 84,6 6,4
30-40 K4 <BG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
40-50 K4 n.d. n.d. n.d. <BG n.d. n.d.
50-60 K4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
60-70 K4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
80-90 K4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Friithjahr 2002 Riickstandsgehalte [ug/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ  SMZ TC IsoCTC
0-10 K1 6,4 1,7 n.d. 4,4 64,7 6,7
10-20 K1 7,6 n.d. <BG 4,9 67,6 n.d.
20-30 K1 7,5 1,1 1,0 4,3 88,8 n.d.
30-40 K1 4,1 n.d. n.d. 2,1 n.d. n.d.
0-10 K2 7,7 1,9 1,6 6,3 143,9 9,1
10-20 K2 7,6 1,9 1,5 91 84,1 4,0
20-30 K2 9,7 1,7 1,3 9,3 98,6 7,7
30-40 K2 59 1,3 n.d. 52 44,4 n.d.
0-10 K3 11,5 1,6 2,0 11,2 96,2 6,6

10-20 K3 9,5 1,4 1,4 8,5 75,5 4,4
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20-30 K3 10,8 1,4 <BG 7,2 55,7 n.d.
30-40 K3 6,0 1,0 n.d. 2,6 n.d. n.d.

0-10 K4 7,0 1,0 <BG 3,4 59,4 n.d.
10-20 K4 91 1,4 <BG 6,6 94,9 n.d.
20-30 K4 7,8 1,6 1,3 7,2 136,6 4,7
30-40 K4 7,4 1,2 1,2 51 2539 n.d.

Frithjahr 2005 Riickstandsgehalte [ng/kg]

Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 13,0 n.d. 3,1 3,9 42,0 n.d
10-20 K1 15,4 1,3 2,8 5,4 88,1 n.d
20-30 K1 10,1 1,9 1,8 4,5 58,8 n.d
30-40 K1 <BG n.d. n.d. 1,0 n.d. n.d

0-10 K2 15,6 1,9 3,5 7,7 45,6 n.d
10-20 K2 15,7 2,2 2,4 7,6 95,1 n.d
20-30 K2 11,7 1,4 1,0 5,2 52,4 n.d
30-40 K2 50 n.d. n.d. 1,6 n.d. n.d

0-10 K3 19,3 1,8 3,3 6,9 50,9 n.d
10-20 K3 14,2 1,7 2,1 6,5 61,1 n.d
20-30 K3 14,1 1,7 1,1 6,5 49,1 n.d
30-40 K3 <BG n.d. n.d. 0,7 n.d. n.d

0-10 K4 11,9 1,1 2,9 3,9 47,4 n.d
10-20 K4 13,3 1,2 1,9 4,0 50,0 n.d
20-30 K4 12,0 1,5 1,5 3,8 39,0 n.d
30-40 K4 3,8 n.d. n.d. 1,0 n.d. n.d

Friihjahr 2008 Riickstandsgehalte [ug/kg]

Tiefe [cm] Teilfliche SGU SDZ 4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 16,5 3,9 7,3 4,6 250,7 5,5
10-20 K1 15,1 3,3 4,1 4,0 83,1 51
20-30 K1 13,1 3,0 3,2 5,0 57,9 4,2
30-40 K1 50 n.d. n.d. 0,8 n.d. n.d.

0-10 K2 16,2 1,9 3,3 5,3 78,2 51
10-20 K2 16,4 2,7 2,6 6,8 95,7 59
20-30 K2 12,1 1,4 1,4 5,6 53,3 <BG
30-40 K2 53 n.d. n.d. 0,9 n.d. n.d.

0-10 K3 16,6 2,1 3,3 5,3 86,4 5,2
10-20 K3 13,7 1,6 2,1 4,4 55,2 3,9
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20-30 K3 13,3 1,1 1,4 5,0 31,4 <BG
30-40 K3 4,2 n.d. n.d. 1,0 n.d. n.d.

0-10 K4 16,4 3,7 6,3 3,4 100,1 4,3
10-20 K4 14,2 3,9 4,2 3,8 88,2 <BG
20-30 K4 18,5 2,2 2,8 3,9 41,2 n.d.
30-40 K4 7,1 n.d. n.d. 1,2 n.d. n.d.

Herbst 2008 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 7,7 2,2 3,4 2,4 213,7 6,8
10-20 K1 11,1 2,4 3,7 3,0 1329 9,2
20-30 K1 7,3 1,3 1,8 3,2 53,2 51
30-40 K1 3,0 n.d. n.d. 09 n.d. <BG

0-10 K2 11,9 2,4 3,4 4,1 193,6 8,3
10-20 K2 8,9 1,8 1,9 4,6 105,7 7,5
20-30 K2 6,8 1,1 <BG 3,5 55,7 53
30-40 K2 3,6 n.d. n.d. 1,2 <BG n.d.

0-10 K3 10,0 2,2 3,9 4,2 201,2 3,2
10-20 K3 12,8 1,9 2,4 4,4 72,5 5,0
20-30 K3 9,9 1,1 1,1 4,0 37,1 3,6
30-40 K3 4,2 n.d. n.d. 1,4 n.d. n.d.

0-10 K4 12,0 2,4 4,7 2,6 146,6 <BG
10-20 K4 11,2 2,6 4,6 3,4 91,2 5,4
20-30 K4 8,6 1,4 2,2 2,6 45,9 3,8
30-40 K4 3,9 n.d. n.d. 1,1 n.d. n.d.

Friithjahr 2009 Riickstandsgehalte [ug/kg]

Tiefe [cm] Teilfliche SGU SDZ 4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 15,3 2,9 4,4 3,2 80,9 n.d.
10-20 K1 19,7 5,7 8,0 4,7 279,1 n.d.
20-30 K1 5,5 n.d. 1,3 2,4 68,8 <BG
30-40 K1 n.d. n.d. n.d. 0,7 n.d. n.d.

0-10 K2 10,7 2,0 2,0 41 96,6 n.d.
10-20 K2 9,9 1,9 2,4 4,0 188,6 6,0
20-30 K2 8,8 n.d. 1,3 4,6 71,7 n.d.
30-40 K2 n.d. n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.

0-10 K3 13,2 2,1 3,4 4,3 112,3 n.d.
10-20 K3 11,0 2,1 4,8 51 232,9 n.d.
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20-30 K3 9,0 n.d. 1,2 4,2 72,8 n.d.
30-40 K3 n.d. n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.

0-10 K4 8,7 1,8 1,9 1,9 63,5 n.d.
10-20 K4 9,6 2,0 3,7 2,4 299,8 4,2
20-30 K4 10,4 n.d. 1,5 2,4 70,0 n.d.
30-40 K4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Frithjahr 2015 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC

0-10 K1 15,2 2,0 4,2 3,3 277,0 n.d.
10-20 K1 15,3 n.d. 3,1 2,8 162,2 n.d.
20-30 K1 10,6 n.d. 2,2 3,3 139,0 n.d.
30-40 K1 3,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
40-50 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
50-60 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
60-70 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
80-90 K1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

0-10 K2 20,8 2,0 4,0 5,2 314,7 n.d.
10-20 K2 16,0 n.d. 4,0 4,9 295,0 7,2
20-30 K2 16,2 n.d. 2,7 54 136,2 n.d.
30-40 K2 6,2 n.d. n.d. 1,2 n.d. n.d.
40-50 K2 4.8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
50-60 K2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
60-70 K2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K2 n.d. n.d. n.d. 0,7 n.d. n.d.
80-90 K2 n.d. n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.

0-10 K3 17,5 1,4 3,8 4,2 294,8 n.d.
10-20 K3 18,8 58 2,1 58 304,7 7,3
20-30 K3 15,8 1,3 n.d. 4,1 166,3 n.d.
30-40 K3 10,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
40-50 K3 3,7 n.d. n.d. 1,1 n.d. n.d.
50-60 K3 2,4 n.d. n.d. 0,8 n.d. n.d.
60-70 K3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70-80 K3 n.d. n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d.
80-90 K3 n.d. n.d. 3,8 n.d. n.d. n.d.

0-10 K4 14,6 2,0 3,8 2,4 244,2 n.d.
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10-20 K4 12,6 2,2 29 3,5 234,3 n.d.
20-30 K4 10,7 n.d. 1,9 2,7 177,5 n.d.
30-40 K4 16,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Frithjahr 2017 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ  4-OH-SDZ SMZ TC IsoCTC
0-10 K1 31,0 7,8 9,8 9,0 886,7 36,9
10-20 K1 59,7 10,1 10,5 8,7 902,8 24,8
20-30 K1 38,2 6,0 6,1 9,7 477,0 11,7
30-40 K1 9,9 n.d. n.d. 3,5 65,0 6,3
40-50 K1 9,0 n.d. n.d. 2,7 n.d. n.d.
50-60 K1 <BG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0-10 K2 28,4 6,9 8,7 12,3 1141,6 38,8
10-20 K2 52,4 8,9 11,2 12,4 575,6 7,6
20-30 K2 50,2 7,7 10,1 12,9 726,8 8,6
30-40 K2 259 n.d. n.d. 52 n.d. n.d.
40-50 K2 3,0 n.d. n.d. 0,9 n.d. n.d.
50-60 K2 <BG n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.
0-10 K3 25,8 7,0 9,5 8,8 997,9 27,9
10-20 K3 32,0 3,3 55 8,7 467,4 n.d.
20-30 K3 75,5 8,3 9,6 12,9 315,6 n.d.
30-40 K3 12,3 n.d. n.d. 2,7 n.d. n.d.
40-50 K3 3,2 n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.
50-60 K3 <BG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0-10 K4 36,0 7,4 7,3 6,9 1160,5 38,6
10-20 K4 44,5 7,1 9,0 9,0 681,7 9,7
20-30 K4 34,3 n.d. 52 52 179,6 n.d.
30-40 K4 4,2 n.d. n.d. 2,0 n.d. n.d.
40-50 K4 4,4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
50-60 K4 <BG n.d. n.d. 0,6 n.d. n.d.
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Anhang 3: Mittels MWE ermittelte Riickstandsgehalte, bezogen auf die Trockenmasse und mittels
Wiederfindung korrigiert, von SGU, SDZ, 4-OH-SDZ, SMZ [ug/kg] in den Frithjahrsproben aus den Jahren 2001,
2002, 2005, 2009, 2015 und 2017 und in den Herbstproben des Jahres 2001 und 2005. Als BG wurde die

jeweilige BG von 10 Minuten herangezogen, n.d.: nicht detektiert/kleiner NWG.

Friihjahr 2001 Riickstandsgehalte [ng/kg]

Tiefe [cm] Teilfldche SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 33,0 2,9 1,6 18,9
10-20 K1 27,6 3,5 1,7 21,8
20-30 K1 33,4 3,0 1,8 20,3
30-40 K1 <BG <BG n.d. 2,5
40-50 K1 <BG n.d. n.d. 1,2
50-60 K1 <BG n.d. n.d. <BG
60-70 K1 <BG n.d. n.d. <BG
70-80 K1 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K1 <BG n.d. n.d. <BG
0-10 K2 46,6 5,8 1,9 28,0
10-20 K2 72,6 5,2 3,7 27,4
20-30 K2 48,9 57 3,7 32,6
30-40 K2 37,0 n.d. n.d. 1,6
40-50 K2 11,6 <BG n.d. 1,1
50-60 K2 <BG <BG n.d. <BG
60-70 K2 <BG n.d. n.d. 1,1
70-80 K2 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K2 <BG <BG n.d. <BG
0-10 K3 74,1 6,6 2,6 36,5
10-20 K3 93,3 51 2,9 40,3
20-30 K3 69,5 4,7 2,5 30,7
30-40 K3 24,1 1,2 n.d. 2,0
40-50 K3 20,9 n.d. n.d. 1,7
50-60 K3 15,5 n.d. n.d. 1,5
60-70 K3 12,6 n.d. n.d. 1,2
70-80 K3 10,1 n.d. n.d. 1,2
80-90 K3 <BG <BG n.d. <BG
0-10 K4 52,4 2,8 1,6 14,4
10-20 K4 54,2 2,6 1,4 13,7
20-30 K4 45,7 3,1 1,4 13,7
30-40 K4 23,3 n.d. n.d. <BG
40-50 K4 22,0 n.d. n.d. <BG
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50-60 K4 <BG n.d. n.d. <BG
60-70 K4 <BG n.d. n.d. <BG
70-80 K4 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K4 12,5 <BG n.d. <BG
Herbst 2001 Riickstandsgehalte [ug/kg]

Tiefe [cm] Teilfliche SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 46,5 2,7 1,3 21,0
10-20 K1 50,8 3,0 1,4 17,5
20-30 K1 43,0 3,4 1,4 24,5
30-40 K1 11,9 n.d. n.d. 2,2
40-50 K1 10,4 n.d. n.d. 1,3
50-60 K1 <BG n.d. n.d. 1,2
60-70 K1 <BG n.d. n.d. <BG
70-80 K1 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K1 <BG <BG n.d. <BG
0-10 K2 107,4 7,0 3,9 45,3
10-20 K2 63,1 7,0 4,4 36,9
20-30 K2 79,5 59 3,2 32,3
30-40 K2 20,0 n.d. n.d. 1,4
40-50 K2 19,2 n.d. n.d. 1,0
50-60 K2 12,6 n.d. n.d. 1,1
60-70 K2 12,3 n.d. n.d. 1,2
70-80 K2 <BG n.d. n.d. 1,1
80-90 K2 <BG n.d. n.d. <BG
0-10 K3 72,4 6,3 5,6 29,8
10-20 K3 62,0 5,8 3,4 36,6
20-30 K3 86,7 4,6 2,5 28,6
30-40 K3 21,6 n.d. n.d. 2,0
40-50 K3 14,8 n.d. n.d. 1,3
50-60 K3 <BG 2,0 n.d. 1,4
60-70 K3 <BG n.d. n.d. 1,2
70-80 K3 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K3 <BG n.d. n.d. <BG
0-10 K4 55,2 2,7 1,6 16,7
10-20 K4 69,4 2,6 1,6 19,1

20-30 K4 103,1 2,1 1,2 14,8
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30-40 K4 37,4 n.d. n.d. 1,0
40-50 K4 23,1 n.d. n.d. 1,1
50-60 K4 11,6 n.d. n.d. 1,2
60-70 K4 <BG n.d. n.d. 1,1
70-80 K4 <BG n.d. n.d. 1,1
80-90 K4 12,8 n.d. n.d. <BG
Friihjahr 2002 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 24,3 3,5 1,7 15,2
10-20 K1 36,7 2,8 2,2 12,9
20-30 K1 31,6 2,0 2,7 11,5
30-40 K1 19,4 1,4 n.d. 57
0-10 K2 68,7 6,3 4,4 19,7
10-20 K2 40,6 5,8 4,2 29,0
20-30 K2 57,1 4,2 2,3 28,2
30-40 K2 48,5 3,4 1,4 15,8
0-10 K3 105,0 4,8 54 34,3
10-20 K3 55,5 41 3,8 25,0
20-30 K3 53,5 2,9 1,7 16,0
30-40 K3 69,7 1,6 n.d. 7,7
0-10 K4 65,0 3,0 1,1 10,4
10-20 K4 33,8 2,9 2,1 18,8
20-30 K4 54,9 6,1 4,1 19,4
30-40 K4 51,6 1,7 2,2 12,5
Friihjahr 2005 Riickstandsgehalte [ng/kg]

Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 102,8 6,7 9,6 21,4
10-20 K1 67,9 5,7 8,3 19,5
20-30 K1 56,7 3,2 4,0 15,0
30-40 K1 14,7 <BG n.d. 2,8
0-10 K2 114,9 7,1 10,3 29,7
10-20 K2 85,1 6,4 7,6 28,0
20-30 K2 62,5 15,4 2,8 18,7
30-40 K2 25,9 3,3 n.d. 50
0-10 K3 131,4 6,4 10,6 30,0

10-20 K3 98,0 7,2 7,4 28,3
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20-30 K3 77,8 5,2 2,9 20,0
30-40 K3 18,2 <BG n.d. 2,8

0-10 K4 86,3 4,6 8,2 16,3
10-20 K4 86,8 4,1 6,2 13,6
20-30 K4 78,0 3,9 4,4 11,1
30-40 K4 20,7 <BG n.d. 2,7

Herbst 2005 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ

0-10 K1 75,7 3,3 6,0 14,7
10-20 K1 74,0 3,9 6,0 14,9
20-30 K1 53,0 2,1 4,7 12,1
30-40 K1 27,0 <BG n.d. 3,8

0-10 K2 71,4 5,0 6,5 19,6
10-20 K2 94,4 5,3 6,5 20,1
20-30 K2 93,0 4,3 5,9 17,5
30-40 K2 29,1 1,4 n.d. 5,3

0-10 K3 99,1 5,2 6,8 22,6
10-20 K3 57,9 41 4,8 18,5
20-30 K3 112,2 3,7 55 17,4
30-40 K3 79,9 50 3,2 11,3

0-10 K4 70,6 4,2 4,4 10,7
10-20 K4 77,0 2,6 51 10,3
20-30 K4 84,8 2,8 5,8 9,6
30-40 K4 50,0 1,3 n.d. 3,3

Friihjahr 2009 Riickstandsgehalte [ng/kg]
Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ

0-10 K1 71,7 9,2 10,9 12,7
10-20 K1 84,3 12,8 17,0 12,9
20-30 K1 47,0 2,0 2,7 8,2
30-40 K1 13,8 n.d. n.d. 1,2

0-10 K2 65,7 5,2 8,4 16,7
10-20 K2 61,8 6,1 9,0 17,1
20-30 K2 63,5 2,8 3,4 12,4
30-40 K2 18,2 n.d. n.d. 1,5

0-10 K3 54,8 4,2 6,5 13,7
10-20 K3 84,6 7,5 10,8 15,9
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20-30 K3 88,2 2,9 2,9 12,9
30-40 K3 23,3 <BG n.d. 1,8
0-10 K4 78,4 50 7,5 7,8
10-20 K4 71,0 57 8,3 7,8
20-30 K4 86,6 3,6 3,9 8,5
30-40 K4 18,3 n.d. n.d. <BG
Friihjahr 2015 Riickstandsgehalte [ng/kg]

Tiefe [cm] Teilflache SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 95,8 3,8 9,8 8,7
10-20 K1 62,5 4,2 8,3 9,6
20-30 K1 62,4 4,8 53 7,8
30-40 K1 13,3 n.d. n.d. 1,1
40-50 K1 27,8 n.d. n.d. 2,2
50-60 K1 12,6 n.d. n.d. 1,2
60-70 K1 13,9 n.d. n.d. <BG
70-80 K1 <BG n.d. n.d. <BG
80-90 K1 <BG n.d. n.d. <BG
0-10 K2 87,1 51 7,7 13,7
10-20 K2 70,5 8,1 8,3 14,6
20-30 K2 63,0 57 5,3 12,1
30-40 K2 23,4 n.d. n.d. 2,2
40-50 K2 42,8 n.d. 1,2 2,8
50-60 K2 22,1 n.d. n.d. 1,8
60-70 K2 33,7 n.d. n.d. 1,6
70-80 K2 24,4 n.d. n.d. 2,1
80-90 K2 15,0 n.d. n.d. 1,5
0-10 K3 104,9 50 8,4 13,4
10-20 K3 69,4 6,4 7,0 12,1
20-30 K3 46,5 4,8 3,8 93
30-40 K3 46,4 n.d. n.d. 2,7
40-50 K3 30,0 n.d. n.d. 3,7
50-60 K3 35,6 n.d. n.d. 4,2
60-70 K3 13,1 n.d. n.d. 1,4
70-80 K3 17,8 n.d. n.d. 1,2
80-90 K3 <BG n.d. n.d. <BG

0-10 K4 70,1 4,0 8,5 6,6
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10-20 K4 85,4 6,9 7,8 9,3
20-30 K4 32,7 4,1 3,7 6,8
30-40 K4 20,7 n.d. n.d. 1,5

Friihjahr 2017 Riickstandsgehalte [ng/kg]

Tiefe [cm] Teilfliche SGU SDZ 4-0OH-SDZ SMZ
0-10 K1 170,6 12,4 21,7 21,7
10-20 K1 123,1 9,3 16,3 15,6
20-30 K1 125,2 51 11,9 12,9
30-40 K1 75,7 n.d. 2,6 4,9
40-50 K1 35,4 n.d. n.d. 2,4
50-60 K1 15,1 n.d. n.d. 1,8
0-10 K2 159,4 11,6 21,9 28,1
10-20 K2 151,8 7,3 17,0 21,9
20-30 K2 144,2 7,9 15,4 20,7
30-40 K2 146,0 n.d. 3,2 6,6
40-50 K2 35,0 n.d. n.d. 1,8
50-60 K2 15,9 n.d. n.d. 1,5
0-10 K3 168,9 12,2 24,0 26,4
10-20 K3 106,8 6,9 13,6 19,1
20-30 K3 400,7 9,3 14,1 25,6
30-40 K3 83,7 n.d. 1,6 4,2
40-50 K3 46,4 n.d. n.d. 1,6
50-60 K3 <BG n.d. n.d. 1,3
0-10 K4 115,6 10,1 16,2 14,4
10-20 K4 95,0 6,4 14,7 11,4
20-30 K4 140,6 4,1 8,4 10,9
30-40 K4 89,1 1,5 2,0 3,7
40-50 K4 42,3 n.d. n.d. 1,3
50-60 K4 12,1 n.d. n.d. 1,2
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Anhang 4: Mittelwerte der Kupfer-Gehalte in den Bodenproben aus den Jahren 2001, 2005, 2009, 2015.
Bestimmt in Mischproben von 0-30 cm, 30-40 cm und in Mischproben der Kernflichen in den Schichten

40-90 cm.
Kupfer [mg/kg]
Friihjahr 2001 K1 K2 K3 K4
Bodentiefe [cm]

0-30 11,9 10,1 12,2 10,6
30-40 1,3 1,7 1,3 1,3

40-50 1,2

50-60 0,9

60-70 0,9

70-80 1,1

80-90 1,4
Frithjahr 2005 K1 K2 K3 K4
0-30 11,0 11,2 10,8 10,1
30-40 39 3,3 2,3 2,7
Friihjahr 2009 K1 K2 K3 K4
0-30 12,0 14,6 12,9 13,0
30-40 1,8 1,3 1,2 1,8
Friihjahr 2015 K1 K2 K3 K4
0-30 11,4 12,7 12,1 11,1
30-40 2,7 2,8 2,4 2,2

40-50 2,3

50-60 1,0

60-70 1,0

70-80 1,4

80-90 2,2

Anhang 5: Mittelwerte der Zink-Gehalte in den Bodenproben aus den Jahren 2001, 2005, 2009, 2015.
Bestimmt in Mischproben von 0-30 cm, 30-40 cm und in Mischproben der Kernflichen in den Schichten

40-90 cm.
Zink [mg/kg]
Friihjahr 2001 K1 K2 K3 K4
Bodentiefe [cm]
0-30 18,6 16,4 21,6 17,5
30-40 91 9,6 12,2 7,6
40-50 10,9
50-60 6,8
60-70 50
70-80 52
80-90 51
Frithjahr 2005 K1 K2 K3 K4
0-30 17,7 17,9 23,7 17,4
30-40 10,8 13,7 16,2 12,7
Friihjahr 2009 K1 K2 K3 K4
0-30 20,5 20,9 23,1 20,1
30-40 11,7 12,6 15,8 10,5
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Frihjahr 2015 K1 K2 K3 K4
0-30 18,5 18,2 20,2 17,5
30-40 11,7 13,1 18,2 11,7
40-50 15,2
50-60 10,7
60-70 7,4
70-80 6,3
80-90 7,7
Anhang 6: pH-Werte der einzelnen Bodenschichten in den Jahren 2001 und 2015.
pH-Werte
Bodentiefe [cm] 2001 2015
0-10 4,2 4,4
10-20 4,3 4,1
20-30 4,3 4,2
30-40 4,6 4,7
40-50 4,7 4,9
50-60 4,6 5,0
60-70 4,6 5,0
70-80 4,5 49
80-90 4,5 4,6
Anhang 7: Verwendete Trockenmassen [ %] der untersuchten Bodenproben.
Trockenmassen [ %]
Frihjahr 2001 K1 K2 K3 K4
Bodentiefe [cm]
0-10 94,9 92,3 92,5 93,7
10-20 94,9 92,3 92,5 93,7
20-30 94,9 92,3 92,5 93,7
30-40 97,5 94,1 93,4 93,8
40-50 93,1 93,1 93,1 93,1
50-60 92,4 92,4 92,4 92,4
60-70 92,3 92,3 92,3 92,3
70-80 92,1 92,1 92,1 92,1
80-90 91,0 91,0 91,0 91,0
Herbst 2001 K1 K2 K3 K4
0-10 94,9 92,3 92,5 93,7
10-20 94,9 92,3 92,5 93,7
20-30 94,9 92,3 92,5 93,7
30-40 97,5 94,1 93,4 93,8
40-50 93,1 93,1 93,1 93,1
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50-60
60-70
70-80
80-90

Frithjahr 2002
0-10
10-20
20-30
30-40

Frithjahr 2005
0-10
10-20
20-30
30-40

Herbst 2005
0-10
10-20
20-30
30-40

Frithjahr 2008
0-10
10-20
20-30
30-40

Herbst 2008
0-10
10-20
20-30
30-40

Frithjahr 2009
0-10
10-20
20-30
30-40

Frihjahr 2015
0-10
10-20
20-30
30-40
40-50

92,4
92,3
92,1
91,0

K1

94,9
94,9
94,9
97,5

K1

88,2
91,3
94,8
96,7

K1

87,7
88,3
87,2
91,2

K1

99,0
99,0
99,0
99,0

K1

99,0
99,0
99,0
99,0

K1

93,2
91,8
93,0
93,9

K1

92,3
92,3
92,3
92,3
92,8

92,4
92,3
92,1
91,0

K2

92,3
92,3
92,3
94,1

K2

87,0
89,6
92,3
94,9

K2

87,0
87,2
87,3
90,5

K2

99,0
99,0
99,0
99,0

K2

95,0
99,0
99,0
99,0

K2

93,1
90,8
91,7
91,9

K2

92,1
92,1
92,1
94,8
92,8

92,4
92,3
92,1
91,0

K3

92,5
92,5
92,5
93,4

K3

87,0
88,6
92,0
94,9

K3

87,7
88,0
88,3
90,6

K3

99,0
99,0
99,0
99,0

K3

99,0
99,0
99,0
99,0

K3

93,3
91,6
91,7
91,6

K3

92,9
92,9
92,9
93,5
92,8

92,4
92,3
92,1
91,0

K4

93,7
93,7
93,7
93,8

K4

88,3
90,9
94,2
95,6

K4

88,7
88,9
88,6
90,8

K4

99,0
99,0
99,0
99,0

K4

94,0
99,0
99,0
99,0

K4

92,5
90,9
91,2
91,6

K4

92,0
92,0
92,0
93,9
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50-60 91,4 91,4 91,4 -
60-70 89,5 89,5 89,5 -
70-80 88,0 88,1 88,1 -
80-90 87,5 87,5 87,5 -

Frithjahr 2017 K1 K2 K3 K4
0-10 92,9 92,9 92,9 92,9
10-20 92,1 92,1 92,1 92,1
20-30 92,7 92,7 92,7 92,7
30-40 95,9 95,9 95,9 95,9
40-50 94,2 94,2 94,2 94,2
50-60 92,2 92,2 92,2 92,2
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Anhang 8: Literaturstudie ,Vorkommen und mégliche Wirkungen von Hormonen aus der Tierproduktion auf
Wasser und Boden.

Literaturstudie

»,vorkommen und mégliche Wirkungen von Hormonen aus der

Tierproduktion auf Wasser und Boden*
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Justus-Liebig-Universitat GieRen

Fachbereich 08 Biologie und Chemie, Institut fur Lebensmittelchemie und Lebensmittelbio-
technologie

Heinrich-Buff-Ring 17-19

35392 Gielen

Autoren:

Prof. Dr. Gerd Hamscher, M.Sc. Lebensmittelchemie Madeleine Petri

Hormoneinsatz in der Tierhaltung 07.02.2017 Seite 1 von 29



Anhang

181

Inhalt

112
1.2
1.3

1.4

3.1
3.2
3.21
3.22
3.3
3.3.1
3.32
3.4
3.41

3.42

4

4.1

4.2
4.3

5

Einflihrung

Begriffsbestimmungen

Arzneimittel

Hormone

Arzneimittelricksténde in der Umwelt

Humanarzneimittelrlickstande mit hormoneller Wirkung in der Umwelt

Einsatz von Hormonen in der Tierhaltung in Europa

Vorkommen von natiirlichen und synthetischen Hormonen in verschiedenen
Umweltkompartimenten

Umweltrisiken von Hormonpréparaten in der Tiermedizin
Identifizierung von Wirkstoffen mit moglicher Umweltrelevanz
Pharmakokinetik von Altrenogest und Chlormadinon

Pharmakokinetik von Altrenogest

Pharmakokinetik von Chlormadinon

Verhalten in der Umwelt

Vorhersage von zu erwartenden Umweltkonzentrationen (PEC)
Worst-Case-Szenario fir die Wirkstoffe Altrenogest und Chlormadinon
Erstmalige Erhebung von Abgabemengen in Niedersachsen

Abschatzung maglicher Behandlungen in Niedersachsen und Deutschland

Prazisierung des Szenarios fir eine Umweltbelastung durch Altrenogest

Wissensliicken und daraus abgeleitete Empfehlungen
Verbrauchszahlen
Abbau- und Umweltverhalten der identifizierten Substanzen

Monitoringstudien

Referenzen

Hormoneinsatz in der Tierhaltung 07.02.2017 Seite 2 von 29



Anhang

182

1 Einfiihrung
1.1 Begriffsbestimmungen
1.1.1 Arzneimittel

Das deutsche Arzneimittelgesetz (AMG) ist die Grundlage einer ordnungsgemafien Arznei-
mittelversorgung von Mensch und Tier in Deutschland. Es stellt darliber hinaus sicher, dass
nur wirksame, unbedenkliche und qualitativ hochwertige Arzneimittel eingesetzt werden. In
§2 AMG werden Arzneimittel wie folgt definiert:

(1) Arzneimittel sind Stoffe oder Zubereitungen aus Stoffen,

1. die zur Anwendung im oder am menschlichen oder tierischen Kérper bestimmt sind und
als Mittel mit Eigenschaften zur Heilung oder Linderung oder zur Verhitung menschlicher

oder tierischer Krankheiten oder krankhafter Beschwerden bestimmt sind oder

2. die im oder am menschlichen oder tierischen Kérper angewendet oder einem Menschen

oder einem Tier verabreicht werden kénnen, um entweder

a) die physiologischen Funktionen durch eine pharmakologische, immunologische oder

metabolische Wirkung wiederherzustellen, zu korrigieren oder zu beeinflussen oder

b) eine medizinische Diagnose zu erstellen.”

1.1.2 Hormone

Hormone sind vom Kérper hergestellte Substanzen, die essentiell zur Steuerung unter-
schiedlichster biochemischer Prozesse benétigt werden. Sie liegen haufig in sehr niedrigen
Konzentrationen (107'-10"2 molar) vor. Hormone binden an Rezeptoren und lésen so biolo-
gische Wirkungen aus. Man kann Hormone nach ihrem Bildungsort (z. B. Hypophyse,
Nebennieren, Pankreas) oder ihrer molekularen Struktur (Steroide, Proteine/Polypeptide,

Glycoproteine, Tyrosin-Derivate) unterscheiden.

Von besonderer Bedeutung sind die Steroidhormone, da in diese Gruppe bedeutende
Substanzen aus dem Bereich der Sexualhormone fallen, die fur zentrale lebenswichtige
Funktionen wie Fortpflanzung und Entwicklung des Organismus benétigt werden. Daher
muss zum richtigen Zeitpunkt die richtige Hormon-Konzentration am richtigen Ort vorliegen.
Stérungen dieses empfindlichen Gleichgewichtes koénnen gravierende gesundheitliche
Beeintrachtigungen bewirken.
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In Tabelle 1 sind wichtige Begrifflichkeiten im Zusammenhang mit Steroidhormonen zusam-

mengestellt.

Tabelle 1: Allgemeine Informationen zu Sexualsteroiden und Glucocorticoiden.

Bezeichnung Bildungsort, Bedeutung

Sexualsteroide Bildung in Hoden und Ovarien sowie in der Nebenniere und Placenta;
wichtige Vertreter: Androgene, Estrogene und Gestagene;
Ausgangsmolekil fir die Biosynthese ist Chalesterol

a) Androgene stimulieren Ausbildung der prim&ren und sekunddren mannlichen
Geschlechtsmerkmale;

fordern das Fortpflanzungsverhalten beim mannlichen Tier;

Regulation der Produktion und Entwicklung von Spermien
(Spermatogenese)

b) Estrogene bedeutend fur das Wachstum der weiblichen Geschlechtsorgane und fiir
die Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale

c) Gestagene auch Gelbkoper- oder Schwangerschaftshormone genannt;
beeinflussen die Konsistenz der Gebarmutterschleimhaut;

zweite wichtige Klasse der weiblichen Geschlechtshormone

Glucocorticoide | weitere Klasse der Steroidhormone;
Bildung in der Nebenniere;

neben der katabolen Wirkung (v.a. Glucosestoffwechsel) und einer Wir-
kung auf den Elektrolythaushalt werden auch entziindungshemmende
und immunsuppressive Wirkungen erzielt

Neben den von Organismen gebildeten natirlichen Hormonen werden auch synthetisch
hergestellte Derivate verwendet. Die synthetischen Derivate zeichnen sich in der Regel
durch eine starkere und langere Wirkung aus. Eine entsprechende Einteilung der Hormone
in natUrliche und synthetische Verbindungen ist in Tabelle 2 gegeben.

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass auch die natirlichen Hormone in
grolen Mengen synthetisch als Arzneimittel hergestellt werden. Eine Unterscheidung zwi-
schen biosynthetisch und chemisch-synthetisch hergestellten Verbindungen im Organismus
ist nicht immer und wenn, nur mit extrem aufwandigem analytischem Aufwand zu leisten
(,Dopingproblematik*).
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Tabelle 2: Einteilung der in dieser Literaturstudie berlcksichtigten Hormone in nattrliche und
synthetische Substanzen.

Hormone natiirlich Synthetisch
Androgene Androstendion
Dihydrotestosteron
Testosteron
Estrogene Estrogen (E1) 17a-Ethinylestradiol (EE2)
17B-Estradiol (E2)
Estriol (E3)
Gestagene Progesteron Altrenogest
Chlormadinon
Dienogest
Dydrogesteron
Levonorgestrel
Medroxyprogesteron
Melengestrol
Norethisteron
Norgestrel
Glucocorticoide Hydrocortison Dexamethason
Prednisolon
Prednison

1.2 Arzneimittelriicksténde in der Umwelt

Seit Mitte der 1980er Jahre ist in zunehmenden Umfang bekannt, dass Arzneimittel selbst
und/oder ihre Metaboliten, Transformations- und Abbauprodukte aufgrund ihrer Persistenz in

die unterschiedlichsten Umweltkompartimente gelangen kénnen [1-4].

Humanarzneimittel werden hauptsachlich Uber Klaranlagenabflisse in Flisse und Kanéle
eingetragen. Besonders belastet sind daher Oberflachengewasser mit einem hohen Abwas-
seranteil. In Deutschland wird bei der Trinkwassergewinnung ca. 15-20 % Oberflachenwas-
ser eingesetzt, das durch Uferfiltration und eine aufwandige Aufbereitung im Wasserwerk
von vielen organischen Spurenstoffen groRtenteils gereinigt wird. Nichtsdestotrotz gelangen
Spuren von Humanarzneimitteln aus verschiedenen Substanzklassen (u.a. Lipidsenker,
Schmerz- und Réntgenkontrastmittel) mit Konzentrationen oberhalb von 0,01 pg/L in das
Trinkwasser [5 und Abbildung 1].
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Arzneimitteleinsatz

Veterindrmedizin Humanmedizin
[ _‘
Y
Nutztiere Klaranlage
Agquakultur
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Abbildung 1: Wichtige Eintragspfade fir Human- und Tierarzneimittel. Fir Humanarznei-
mittel sind Umwelteintrdge hauptsachlich Gber Kldranlagenabflisse zu erwarten, Tierarznei-
mittel gelangen v.a. Uber Wirtschaftsdiinger in die Boden und kdnnen weiter verlagert wer-
den [Abbildung modifiziert nach 4].

Im Bereich der Tierarzneimittel lag der Fokus der Monitoringstudien vor allem auf den Antibi-
otika, die zu einem Uberwiegenden Anteil im Nutztierbereich eingesetzt werden. Tierarznei-
mittel, v.a. Tetracycline, Sulfonamide und Fluorchinolone, gelangen aufgrund ihrer geringen
Metabolisierung und hohen Persistenz Uber die Wirtschaftsdiinger (z.B. Schweine- und Rin-
derglille, Gefligelmist) in die Béden und kénnen dann in das Sicker-/Grundwasser oder auch

(Nutz)Pflanzen gelangen.

Eine Verlagerung von Tierarzneimittelriickstanden in das Grundwasser ist flr verschiedene
Vertreter der Sulfonamide wiederholt nachgewiesen worden [3, 4,6, 7]. Eine maogliche
Belastung des Trinkwassers durch Tierarzneimittel ist nach derzeitigem Kenntnisstand als
auRerst unwahrscheinlich anzusehen, da die weitere Bodenpassage sowie die Wasseraufbe-
reitung im Zuge der Trinkwasserherstellung hohe Barrieren darstellen [4, 8].
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Auch in Biogasanlagen, wo Wirtschaftsdlinger meist zusammen mit Maissilage als Substrate
eingesetzt werden, zeigen bestimmte Veterindr-Antibiotika eine hohe Persistenz. In
Laborfermenterstudien, die vergleichbare anaerobe Betriebsbedingungen wie Biogasanlagen
aufwiesen, konnte eine hohe Eliminationsrate flir Chlortetracyclin jedoch eine deutlich

schwachere Elimination fur Tetracyclin und Sulfonamide festgestellt werden [9].

1.3 Humanarzneimittelriickstande mit hormoneller Wirkung in der Umwelt

MengenmaRig bedeutende Humanarzneimittel mit Sexualhormonen (Verbrauchsmenge von
Uber einer Tonne pro Jahr) sind Lutropin alfa, Medroxyprogesteron, Denogest und Nor-
ethisteron. Ethinylestradiol Betadex wurde 2009 bei leicht steigender Tendenz mit einer
Gesamtmenge von 633 kg verwendet. Die aufgelisteten Substanzen stellen in Deutschland

Uber 80 % der Gesamtmenge von 13,7 Tonnen an Hormonpraparaten dar [5].

Umfangreiche Studien zu naturlichen und synthetischen Estrogenen aus dem Bereich der
Humanarzneimittel haben gezeigt, dass diese im unteren bis untersten ng/L-Bereich v.a. in
den Vorflutern von Klaranlagen gefunden werden kénnen. Diese niedrigen Konzentrationen
I6sen bereits gravierende physiologische Wirkungen auf Fische und andere aquatische
Lebewesen aus. So kann es durch die Verweiblichung von Fischbestédnden zur Gefahrdung
ganzer Bestédnde kommen [10]. Uber den Eintrag von 17a-Ethinylestradiol in das Grund- und
Trinkwasser wurde wiederholt berichtet, die maximale Konzentration im Trinkwasser lag
unterhalb von 5 ng/L [5].

Zur Verdeutlichung der Geféahrdung aquatischer Lebewesen sind beispielhaft in Tabelle 3
Wirkschwellen und mittlere effektive Konzentrationen (,ECso-Werte®) fiir wichtige Estrogene
dargestellt [11]. Im okotoxikologischen Bereich gelten Konzentrationen < 0,1 mg/L (ECsq) als

extrem toxisch [5].

Tabelle 3: Wirkschwellen und mittlere effektive Konzentrationen (ECsp) von Estrogenen auf
die Induktion von Vitellogenin. Bei dieser Konzentration wird ein halbmaximaler Effekt beo-
bachtet [5, 11].

Substanz Wirkschwelle [ng/L] ECso [Ng/L] relative Potenz®
Estradiol (E2) 1 25 1
Estrogen (E1) >1 60 0,3
17a-Ethinylestradiol (EE2) 0,1 12 20

® Fur E2, die am starksten wirksame Substanz, wurde die Potenz auf 1 gesetzt
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Jedoch kénnen nicht nur Estrogene eine Gefahrdung flir die aquatische Umwelt darstellen.
Auch flr weitere naturliche und synthetische Sexualhormone wurde festgestellt, dass sie
negative Auswirkungen auf Fische haben kénnen. In Tabelle 4 sind beispielhaft LOEC-Werte
(,lowest observed effect concentration®) dargestellt, bei denen ein Rlckgang der Fruchtbar-
keit festgestellt werden kann [12].

Tabelle 4. LOEC-Werte von Sexualhormonen, die in der Humanmedizin verwendet werden.

Substanz Fischspezies LOEC [ng/L]
Levonorgestrel Dickkopfelritze 0,8
Norethisteron Dickkopfelritze 1
Medroxyprogesteron Zebrafisch 342
Progesteron Dickkopfelritze 100

Sexualhormone aus der humanmedizinischen Anwendung sind daher zu den Arzneimitteln
mit den starksten ékotoxikologischen Wirkungen in der aquatischen Umwelt zu rechnen und
auch die Eintrage in das Trinkwasser sind zumindest aus hygienischen Grinden als bedenk-
lich zu erachten. Eine Minimierung der Umwelteintrdge wird daher mit hoher Prioritat
empfohlen [5].

1.4 Einsatz von Hormonen in der Tierhaltung in Europa

Tierarzneimittel dirfen nur innerhalb enger gesetzlicher Regelungen eingesetzt werden und
unterliegen einer Zulassungspflicht. Diese beinhaltet auch eine Bewertung der Umwelteigen-
schaften der Substanzen, allerdings nur im Rahmen der Zulassung neuer Praparate. Geman
Tierschutzgesetz besteht allerdings auch die Verpflichtung, Tierarzneimittel zur Heilung
erkrankter Tiere einzusetzen.

GemaR §56 a AMG durfen sowohl bei nicht Lebensmittel liefernden als auch bei Lebensmit-
tel liefernden Tieren vom Grundsatz her nur Fertigarzneimittel eingesetzt werden, die fur die
betreffende Tierart und das betreffende Anwendungsgebiet zugelassen sind. Eine
Ausnahme hiervon besteht nur im sogenannten ,Therapienotstand® unter Beachtung einer
,Umwidmungskaskade®“. Darlber hinaus dirfen bei Lebensmittel liefernden Tieren nur
Arzneimittel verwendet werden, deren Wirkstoffe in der Tabelle 1 der Verordnung
(EU) Nr. 37/2010 aufgefuhrt. Diese sind gréftenteils mit Hochstmengen verkndpft sind, um
eine gesundheitliche Gefahrdung des Verbrauchers durch Rickstande dieser Wirkstoffe in

Lebensmitteln tierischer Herkunft auszuschlieRen. Im Gegensatz zu den USA und Stdame-
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rika dirfen in Europa keine éstrogen, gestagen oder androgen wirksamen Tierarzneimittel an

Masttiere verabreicht werden.

Eine besondere Rechtslage liegt beim Einsatz von bestimmten hormonell wirksamen
Substanzen bei Lebensmittel liefernden Tieren vor, die nicht der Mast dienen. GemaR der
Verordnung Uber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung dirfen bei diesen Tieren Hormone
zur Therapie von Fruchtbarkeitsstérungen nur durch den Tierarzt selbst als Injektion oder —
im Falle des Progesterons — auch als Vaginalspirale eingesetzt werden, jedoch nur naturli-
che Sexualhormone. Da aber flr 17p-Estradiol geman der Verordnung Uber Stoffe mit phar-
makologischer Wirkung ein vollstdndiges Anwendungsverbot besteht, werden in diesem

Indikationsgebiet Gestagene verwendet.

Im Gegensatz dazu dirfen zur Brunstsynchronisation sowie zur Vorbereitung von Tieren fur
den Embryotransfer oder zur sexuellen Inversion bei Fischen innerhalb der ersten drei
Lebensmonate auch synthetische Wirkstoffe (z. B. Altrenogest) unter Aufsicht des Tierarztes
eingesetzt werden. Die eingesetzten Stoffe mlissen wiederum in Tabelle 1 der Verordnung
(EU) Nr. 37/2010 aufgefithrt (Vermerk: ,nur fiir tierziichterische Anwendungen und in Uber-
einstimmung mit den Bestimmungen der Richtlinie 96/22/EG*) und entsprechende Fertigarz-

neimittel fur die Tierart und jeweilige Indikation zugelassen sein [13-14].

Insbesondere der Anwendungsbereich Brunstsynchronisation stellt ein bislang nur wenig
beachtetes Gebiet der Umweltforschung dar. Nach bundesweiten Medienberichten im
Januar 2014 Uber den Hormoneinsatz in der Schweinehaltung rickte insbesondere der
synthetische Wirkstoff Altrenogest in den Mittelpunkt des Interesses. Auch von Seiten des
Umweltbundesamtes wurde festgestellt, dass es noch erheblichen Informationsbedarf zum
Umfang des Hormoneinsatzes in der Tiermedizin und den damit moglicherweise verbunde-

nen Umweltrisiken gibt.

Exakte Zahlen zum Einsatz von Hormonpraparaten in der Tiermedizin liegen derzeit nicht
vor. Nach Angaben des Bundesverbandes fur Tiergesundheit (BfT) aus dem Jahre 2004 liegt
die gesamte verabreichte Hormonmenge in Deutschland bei 870 kg. Es handelt sich um eine
sehr heterogene Wirkstoffgruppe. Den groRten Anteil stellen Substanzen aus dem Bereich
der Peptide und Prostaglandine dar, die im Koérper der Tiere schnell metabolisiert werden
und nach Ansicht des Autors somit keine Umweltrelevanz besitzen. Die Steroid- bzw. Sexu-
alhormone werden mit 160 kg als von untergeordneter Bedeutung charakterisiert. In diesem
Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass in dem gleichen Beitrag die Abgabemenge fur
Antibiotika im Jahre 2003 auf 668 Tonnen geschatzt wurde [15]. Wiederholte Erfassungen
aus den vergangenen Jahren haben aber gezeigt, dass die Menge im Bereich der Antibiotika

um einen Faktor von 2-3 unterschatzt worden ist.
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2 Vorkommen von natiirlichen und synthetischen Hormonen in verschiedenen

Umweltkompartimenten

Untersuchungen zu natdrlichen Steroiden in verschiedenen Umweltkompartimenten wurden
in den letzten Jahren vermehrt durchgefuhrt. Das Vorkommen in Oberflachengewassern von
verschiedenen naturlichen Estrogenen, wie z.B. 17B-Estradiol, wurde bereits in vielen
Studien weltweit dokumentiert. Auch wenn im Bereich der Tierarzneimittel ein Anwendungs-
verbot besteht, wird es in der Humanmedizin eingesetzt. Da es sich um ein natirliches
Hormon handelt, das vom menschlichen und tierischen Kérper auch ohne Gabe als Arznei-
mittel produziert wird, kann 17B-Estradiol auch Uber die Ausscheidungen von Mensch und

Tier in Gewasser gelangen.

Im Falle der synthetischen Estrogene wurde 17a-Ethinylestradiol, ein Wirkstoff der Antibaby-
Pille, als schwer abbaubar identifiziert und auch schon in vielen Untersuchungen erfasst. Je
nach Art des Gewassers und Herkunftsland unterscheiden sich die ermittelten Konzentratio-
nen stark (Tabelle 5 und [16-17]).

Tabelle 5: Konzentrationen in ng/L von wichtigen natirlichen Estrogenen und 17a-Ethinyl-
estradiol in Oberflachengewdssern und Grundwasser. Die Wirkschwellen fir die Induktion
von Vitellogenin in Regenbogenforellen betragen 0,1 ng/L fir EE2 und 1 ng/L fur E2 (s.a.
Tabelle 3).

Gewadsser E1 E2 E3 EE2
Deutschland

Wirm < 0,30-2,00 < 0,30-0,70 n.a. < 0,30-0,70
Elbe und Nebenstrome <0,20 < 0,20 n.a. <0,20
(Deutschland und

Tschechische Republik

Europa

Lambro (Italien) 0,05 n.d. 0,05 n.d.
Grundwasser, Rhone, n.d.-3,5 n.d.-1,3 n.a. n.d.
Alpen (Frankreich)

Oberflachenwasser <0,30-7,20 <0,80-1,00 n.a. <0,30-0,40
(Niederlande)

USA

Sidflorida 0,88-5,20 n.d.—1,80 n.a. n.a.
Acushet Flussmindung 0,73-1,20 0,56-0,83 n.a. 3,01-4,67
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Gewdsser E1 E2 E3 EE2

Asien

Dan-Shui Fluss, Taipei 22,40-66,20 | 1,40-33,90 12,40-73,60 | 7,53-27,40
(Taiwan)

Jiaozhou Bucht (China) 14,00-180,0 n.d.—134,0 4,00-94,00 | 7,00-24,00
Gelber Fluss (China) n.d.—15,60 n.d.-2,30 n.a. n.a.
Dianchi See (China) n.d. 1,90 n.d. n.d.

Abkiurzungen: E1:Estrogen, E2:17p-Estradiol, E3: Estriol, EE2: 17a-ethinylestradiol, n.a: nicht
analysiert, n.d.: nicht detektierbar.

Neben den Estrogenen wurden auch die naturlichen Androgene wie Testosteron und
Androstendion in Oberflaichengewassern und Grundwassern, in Konzentrationen von 0,6 bis
8,0 ng/L, nachgewiesen. Auch das natlrliche Progesteron und die synthetischen Gestagene
Levonorgestrel und Norethisteron wurden bereits in Grund- und Oberflaichengewassern in
Bereichen von 1,1 bis 11 ng/L detektiert [17]. Medroxyprogesteron wurde sogar in einem
Bereich von 0,9 bis 34 ng/L in verschiedenen Gewéassern nachgewiesen. Einzelne Studien
liegen auch fur Megestrol, Dydrogesteron, Norgestrel und Melengestrol in Gewassern vor,
welche jedoch stark variierende Konzentrationen aufweisen [12]. Dabei ist zu beachten, dass
sich bisher nur wenige Studien mit dem Vorkommen von synthetischen Gestagenen in

diesem Umweltkompartiment befassen.

Neben der Untersuchung von Gewassern erfolgten Studien zu der Gesamtkonzentration an
nattrlichen Steroidhormonen in landwirtschaftlich genutzten Boéden, Garriickstdnden und
Gulle (Tabelle 6 und [18, 19]). Beispielhaft sind Konzentrationen von einzelnen Substanzen
sowie die Summe aller gemessenen Estrogene, Androgene und Gestagene in Tabelle 6 dar-

gestellt.

In Garrickstanden, Gllle und landwirtschaftlich genutzten Béden werden deutlich héhere
Konzentrationen von naturlichen Hormonen als in der aquatischen Umwelt gefunden. Es
kann allerdings davon ausgegangen werden, dass die Bioverfugbarkeit der Wirkstoffe —
insbesondere im Vergleich zu Wasser — durch starke Sorption an organische Bestandteile
deutlich reduziert ist (s.a. Kapitel 3.3).
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Tabelle 6: Gefundene Umweltkonzentrationen von natirlichen Steroidhormonen in Garriick-
standen, Gllle und landwirtschaftlich genutzten Bdden. Alle Angaben in pg/kg Trocken-

masse.

Wirkstoff(-gruppe) Garruckstinde Giille Boden

Estrogen 593-1478 112-1680 n.d.-1,12
17B-Estradiol 28-50 126-310 0,02-0,90
2 Estrogene 667-1570 112-2163 0,02-7,8
Dihydrotestosteron n.d.-83 n.d.—-33 n.d.—0,10
Testosteron 33-187 13-33 n.d.—2,40
Z Androgene 258-538 31-89 0,12-5,8
Pregnenolon n.d.-31 n.d.-27 0,10-4,41
Progesteron 321-1333 n.d.—1247 0,90-1,46
I Gestagene 321-1336 n.d.-1274 1,0-5,9
X Steroidhormone 1247-3444 143-3526 0,9-11,7

Far die synthetischen Gestagene sowie fir die synthetischen Glucocorticoide liegen jedoch

nur vereinzelte Nachweise in Oberflachengewéassern (siehe oben), Abwéssern und soge-

nannten ,Gulle-Lagunen®, welche als Sammelbecken fir Abwasser von Masttierbetrieben

insbesondere in den USA dienen, vor. Beispielhaft sind in Tabelle 7 Konzentrationen von

nattrlichen und synthetischen Steroiden sowie Glucocorticoiden in ,Lagunen” dargestellt, da

diese Matrix als ein verdinnter Wirtschaftsdiinger angesehen werden kann.

Fir Altrenogest und Chlormadinon erfolgten bislang keine Erhebungen fiir Wirtschaftsdiinger

und Bdden, somit stehen fur diese Wirkstoffe keine entsprechenden Daten zur Verfugung.
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Tabelle 7: Konzentrationen in ,Gulle-Lagunen® fir ausgewahlte natirliche und synthetische

Hormone [12, 20].

Substanz

Konzentration [ng/L]

Natiirliche Hormone

Estrogen

134-1450

17B-Estradiol

< 0,06

Progesteron 9,9-300; < 7-5024
Androstendion 22,1-411
Testosteron 6,7-34,5
Synthetische Hormone

Glucocorticoide

Dexamethason <1,3-61,9
Prednisolon < 1,6-31,7; 0,6-500
Prednison < 1,66
Gestagene

Dydrogesteron 2188

Medroxyprogesteron-acetat

9,9-42.6; 11,1-330

Melengestrol-acetat 0,6-6,5
Norethisteron <11
Norgestrel 1120-1440
Estrogene

17a-Ethinylestradiol <2,0-195
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3 Umweltrisiken von Hormonpréparaten in der Tiermedizin

Da nur wenige Monitoringdaten zum Vorkommen von naturlichen und synthetischen Hormo-
nen aus der Tierhaltung in der Umwelt vorliegen, wird im Folgenden ein systematischer
Ansatz verfolgt, der zumindest eine Identifizierung von Wirkstoffen mit moglicher Umweltre-
levanz erlaubt und anhand von stofflichen Eigenschaften das moégliche Umweltverhalten

beschreiben lasst.

3.1 ldentifizierung von Wirkstoffen mit méglicher Umweltrelevanz

In Tabelle 8 sind die in Verordnung EU Nr. 37/2010 gelisteten Substanzen mit hormoneller
Wirkung zusammengestellt sowie Angaben zu Héchstmengen, ihre Verwendung bei Nutz-
tieren und das Vorhandensein entsprechender Praparate fir diese Anwendung in Deutsch-

land dargelegt.

Tabelle 8: In Verordnung EU Nr. 37/2010 gelistete Substanzen mit hormoneller Wirkung [14].

Substanz VO EU 37/2010 Einsatz Nutztier Praparate
Héchstmenge fur Nutz-
tiere
Steroide
Altrenogest ja Schweine / Equiden ja
Beclometasondipropionat nein Equiden nein
Betamethason ja Rinder / Schweine ja
Carbetocin nein alle Lbm. Tiere ja
Chlormadinon ja Rinder (Pferde: VO EU Nr. ja
122/2013 - "Positivliste")
Clenbuterol ja Rinder / Equiden ja
Dexamethason ja Rinder / Ziegen / ja
Schweine / Equiden
Estradiol (17p-Estradiol) nein alle Lbm. Tiere nein
Flugestonacetat ja Schafe / Ziegen nein
Hydrocortison nein alle Ibm. Tiere nein
Medroxyprogesteronacetat nein Schafe nein
Methylprednisolon ja Rinder nein
Oxytocin nein alle Ibm. Tiere ja
Prednisolon ja Rinder ja
Progesteron nein Rinder/Schafe / Ziegen / ja

Equiden (weiblich)
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Substanz VO EU 37/2010 Einsatz Nutztier Préaparate
Hoéchstmenge fur Nutz-
tiere

Prostaglandine

Alfaprostol nein Rinder/Schweine/Equiden/ nein
Kaninchen

Cloprostenol nein Rinder/Schweine/Ziegen/E ja
quiden

Dinoprost/Dinoproston/Dino nein alle Ilom. Tiere nein

prosttromethamin

Etiprostonthromethamin nein Rinder/Schweine nein

Luprostiol nein alle Ibm. Tiere ja

Tiaprost nein Rinder/Schafe/Schweine/E nein
quiden

Gonadotropin-Releasing-

Hormon und Analoga

Azagly-Nafarelin nein Salmoniden nein

Buserelin nein alle Iom. Tiere ja

Corticotropin nein alle Iom. Tiere nein

Deslorelinacetat nein Equiden ja

D-Phe6-luteininzing-hor- nein alle lbm. Tiere nein

mone-releasing hormone

Fertirelinacetat nein Rinder nein

Follikelstimulierendes Hor- nein alle lbm. Tiere ja

mon (natirliche FSH sowie

synthetische Analoga)

Gonadotropin-Releasing- nein alle Iom. Tiere ja

Hormon (GnRH)

HCG (Humanes Chorigon- nein alle lbm. Tiere ja

gonadotropin, Urofollitropin)

und synthetische Analoga

Humanes Menopausengo- nein Rinder nein

nadtropin (HMG)

Lecirelin nein Rinder / Equiden / Kanin- ja
chen

Luteinisierungshormon nein alle Iom. Tiere ja

(natdrliches LH sowie syn-

thetische Analoga)

Peforelin nein Schweine ja

PMSG syn. eCG (Pregnant nein alle Ilom. Tiere ja

Mare’s Serum Gonadotro-

pin)

Thyronine

Levothyroxin (L-Thyroxin) nein alle Ilom. Tiere nein

Sonstige

Ergometrinmaleat nein alle Iom. Tiere nein

Abkiirzungen: Ibm. Lebensmittel liefernd; VO: Verordnung.
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Als mengenmafig relevante Wirkstoffe werden solche Substanzen angesehen, die in der
Schweine- und Rinderhaltung eingesetzt werden. Die Festlegung einer Rickstandshéchst-
menge soll sicherstellen, dass durch Rulckstdande der Substanz unterhalb dieses Wertes
keine gesundheitliche Beeintrachtigung des Verbrauchers durch den Verzehr eines solcher-
maBen belasteten Lebensmittels lebenslang auftritt. Bei Stoffen ohne Festlegung einer
Ruckstandshéchstmenge kann davon ausgegangen werden, dass diese Substanzen keine
gesundheitliche Beeintrachtigung fir den Verbraucher darstellen sofern die Anwendungsbe-

dingungen der Hersteller beachtet werden.

In einem zweiten Schritt erfolgt nunmehr ein Ausschluss von Substanzen fur eine tieferge-
hende Betrachtung, die hinsichtlich einer méglichen Umweltrelevanz wegen folgender Krite-

rien von zu vernachlassigender Bedeutung sind:
1. es wurde keine Rickstandshéchstmenge festgelegt;

2. es ist kein Praparat zur Behandlung lebensmittelliefernder Tiere in Deutschland zugelas-
sen.

Nach Berucksichtigung dieser Kriterien bleiben sechs Wirkstoffe tbrig: Altrenogest, Chlor-
madinon, Betamethason, Dexamethason, Prednisolon und Clenbuterol (Tabelle 9).

Tabelle 9: |dentifizierte synthetische Tierarzneimittel mit hormoneller Wirkung und mdglicher
Umweltrelevanz.

Substanz Einsatz Nutztier Einsatzgebiete zugelassene
Préaparate (D)

Altrenogest Schweine / Equiden Brunstsynchronisation | Altresin, Regumate,
zuchtreife Jungsauen, Suifertil, Virbagest
Oestruskontrolle Stuten | (Schwein), Regumate
Equine (Pferd)

Betametha- Rinder / Schweine lang wirksames halo- Pferde: Celestovet
son geniertes Glucocor-
ticoid: Therapie nicht
infektidser Entziindun-
gen aller Art und Aller-
gien/allergische Reakti-
onen

Clenbuterol Rinder / Equiden Hemmung der Wehen- | Tokolyse Rind: Plani-
tatigkeit beim Rind, part, Clenovet pro inj.;
Weitstellung der Bron- Atemwegserkrankung
chien zur Therapie von | Pferd: Clenovet Gel,

Atemwegserkrankun- Equi Plus, Equipulmin,
gen Pferd Venti Plus, Ventipul-
min
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Substanz

Einsatz Nutztier

Einsatzgebiete

zugelassene
Préaparate (D)

Chlormadinon

Rinder (Pferde: VO EU
Nr. 122/2013 - "Positiv-
liste")

Brunst- / Rossesyn-
chronisation, Ovula-
tionssynchronisation
und Brunstinduktion,
Rosseinduktion und
Ovulationsinduktion

Anifertil N (Rinder),
Synchrosyn (Pferde,
Rinder)

Dexametha-
son

Rinder / Ziegen /
Schweine / Equiden

s. Betamethason

insgesamt 16 Prapa-
rate, davon nur 1
(Naquadem) aus-
schlieBlich fir LM lie-
fernde, 10 far LM und
nicht-LM liefernde und
5 ausschlieBlich fur
nicht-LM liefernde
Tiere

Prednisolon

Rinder

mittellang wirksames
Glucocorticoid, Ein-
satzgebiete siehe
Dexamethason

insgesamt 10 Prapa-
rate, davon 2 nur fur
LM liefernde (Kom-
bipraparat Euterinjek-
toren) und jeweils 4
nur far Nicht-LM lie-
fernde oder LM und
nicht-LM liefernde
Tiere

Abkiirzungen: LM: Lebensmittel; VO: Verordnung.

Betamethason wird nur bei Schlachtequiden bei Einhaltung von Mindestwartezeiten einge-

setzt und ist daher von untergeordneter Bedeutung.

Clenbuterol darf bei Lebensmittel liefernden Tieren nur nach strenger Indikation (Tokolyse
des Rindes, Atemstérungen/Hufrollenerkrankung/Hufrehe bei Pferden) eingesetzt werden.
Eine Abweichung von den Zulassungsbedingungen (,Umwidmung®/“Off-label-Use") ist

gemaf der Verordnung Uber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung nicht erlaubt.

Bezugnehmend auf die Untersuchungen aus dem Bereich der Humanarzneimittel werden im
Folgenden daher auch nicht die beiden anderen Vertreter Dexamethason und Prednisolon
aus dem Bereich der Glucocorticoide sondern nur die Sexualhormone Altrenogest und

Chlormadinon hinsichtlich eines maglichen Umweltrisikos weiter betrachtet.
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3.2 Pharmakokinetik von Altrenogest und Chlormadinon

Hauptmetabolisierungsweg in Nutztieren ist bei beiden Substanzen — wie bei allen Steroiden
— die Konjugation (Glucuronidierung und Sulfatierung). Diese Metaboliten sind gut wasser-

I6slich und kénnen Uber die Niere ausgeschieden werden.

In der Gllle ist eine Spaltung der inaktiven Metaboliten in den aktiven Wirkstoff méglich. Im
Uuberwiegend anaeroben Milieu kénnte allerdings auch eine schnelle Inaktivierung der Wirk-
stoffe durch Reduktion und/oder Metabolisierung durch Mikroorganismen erfolgen. Durch die
Konjugatspaltung erhoht sich die Lipophilie und es kénnte auch eine Sorption an organische

Bestandteile der Giille erfolgen.

3.2.1 Pharmakokinetik von Altrenogest

Im abschlieRenden Bericht der Europaischen Arzneimittel-Agentur (European Medicines
Agency EMA, bis 2008: EMEA) zur Festsetzung von Héchstgehalten flr Altrenogest in tieri-
schen Lebensmitteln wird explizit auf die Metabolisierung beim Schwein eingegangen [21
und Tabelle 10]. Studien mit radioaktivem Tracer haben gezeigt, dass die Substanz rasch
aufgenommen wird und die héchsten Wirkspiegel nach 3—6 Stunden erreicht werden. Nach
langerer Behandlung erfolgt eine Anreicherung im Plasma. Die Halbwertszeit betragt
ca. 10 Tage. Den Hauptanteil der Radioaktivitat findet man in der Leber, geringere Anteile in
den Nieren sowie im Muskel- und Fettgewebe. Die Daten zur Ausscheidung streuen inner-
halb von zwei Studien sehr. Sowohl die Ausscheidung tber die Galle in den Faeces als auch

die renale Ausscheidung Uber den Urin kann den Hauptweg darstellen.

Nur wenige Metabolite in Plasma, Urin, Faeces und Geweben konnten extrahiert und identi-
fiziert werden. Als Hauptmetabolisierungswege werden aber Oxydation und Konjugation —
wie auch bei anderen Steroiden — angegeben. Eine Dealkylierung der Verbindung erfolgt

nicht.

Als Markerriickstand fir die Uberwachung von Héchstmengen wurde Altrenogest identifiziert
mit dem Hinweis, dass diese Substanz nur einen Bruchteil (<10 %) der eingesetzten

Wirksubstanz ausmacht.

3.2.2 Pharmakokinetik von Chlormadinon

Im abschlieRenden Bericht der EMA zur Festsetzung von Héchstgehalten fir Chlormadinon

in tierischen Lebensmitteln wird explizit auf die Metabolisierung bei Milchkihen eingegangen
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[22]. Zwolf Tiere wurden oral mit 10 mg Chlormadinon-Acetat Uber einen Zeitraum von
20 Tagen behandelt. Jeweils drei Tiere wurden nach 1, 4, 7 und 8 Tagen nach der letzten
Behandlung geschlachtet. Hier wurden nach 7 Tagen in allen Geweben und der Milch

geringe Chlormadinon-Gehalte in unteren einstelligen pg/kg-Bereich gemessen.

Es wurden allerdings keine Studien mit radioaktivem Tracer eingereicht. Es wird auf ADME-
Studien (absorption, distribution, metabolism, and excretion) in Kiihen verwiesen, die zeigen,
dass zwei Metabolite im Plasma in Konzentrationen von 2 bzw. 15 % der Chlormadinon-
Konzentration vorkommen. In der Milch wurden die Metabolite mit weniger als 2 % der
Chlormadinon-Konzentration gefunden. Es werden keine Angaben zu Metabolisierungs-
wegen gemacht und auch eine chemische Identifizierung der Substanzen ist nicht erfolgt. Als
relevanter Markerriickstand fir die Uberwachung von Héchstmengen in tierischen Lebens-

mitteln wurde daher Chlormadinon identifiziert.

Tabelle 10: Toxikologische und pharmakologische Eigenschaften von Altrenogest und Chlor-
madinon nach Angaben der Europaischen Arzneimittel-Agentur EMA [21, 22].

Substanz Pharmakologischer | Ausscheidung Metabolite
ADI-Wert
Altrenogest 0,04 ug/kg KG, bilidr Gber Faeces, Glucuronide, Sulfate,
2,4 ug pro Person renal nach Konjuga- | Gluthation-Addukt
tion
Chlormadinon 0,07 pg/kg KG, keine Angaben keine Angaben
4,2 ug pro Person

3.3 Verhalten in der Umwelt

Da nur sehr wenig uber das Umweltverhalten von synthetischen Hormonen aus der Tierhal-
tung bekannt ist und, wie in Kapitel 2 bereits dargestellt, auch nur sehr wenige Daten aus
Monitoringstudien zum Vorkommen der Wirkstoffe in der Umwelt zur Verfligung stehen, sind
fur eine erste Abschatzung des Umweltverhaltens zunachst einmal die in Tabelle 11 darge-

stellten physikalisch-chemischen Parameter heranzuziehen.

Tabelle 11: Physikalisch-chemische Parameter von Altrenogest und Chlormadinon.

Substanz Molekulargewicht Wasserldslichkeit log Pow
Altrenogest 310,43 16,5 mg/L* 3. 7en
Chlormadinon 404,93 7,3 mg/L" 124 3,27b 24

“experimentell bestimmt; Prechnerisch ermittelt (Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Soft-
ware V11.02 (© 1994-2016 ACD/Labs, [24]).
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Der Log-po.n—Wert kann zum Abschétzen des Verhaltens einer Substanz im Organismus hin-
sichtlich der Resorption und ggf. auch einer Akkumulation im Fettgewebe herangezogen
werden. Die Log-p,.-Werte der meisten Arzneimittel liegen in einem Bereich von 0,4 bis 5,4.

Ab Werten > 3 besteht prinzipiell die Mdglichkeit im Organismus zu akkumulieren.

Zur Einschatzung des Umweltverhaltens im Boden kann der Log-p..~Wert dahingehend
herangezogen werden, wie stark Substanzen im Boden festgehalten (sorbiert) werden kén-
nen. Insbesondere lipophilere Verbindungen zeigen eine tendenziell starke Sorption an die
organische Matrix des Bodens. Eine weitere Verlagerung in das Sicker- oder Grundwasser
ist dann unwahrscheinlich bzw. zeitlich deutlich verzdgert. Insofern ware sowohl fur Altreno-
gest als auch fur Chlormadinon v.a. eine starke Sorption an die organische Bodenmatrix zu
erwarten. Die Wasserloslichkeit ist zwar gering, jedoch kann ein Eintrag in die aquatische

Umwelt, z.B. das Sickerwasser, nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

3.3.1 Vorhersage von zu erwartenden Umweltkonzentrationen (PEC)

Da es bislang keine systematischen Untersuchungen zum Verhalten der ausgewéhlten Wirk-
stoffe in der Umwelt gibt, wurde ein ,Worst-Case-Szenario” entwickelt.

3.3.2 Worst-Case-Szenario fiir die Wirkstoffe Altrenogest und Chlormadinon

Dieses Szenario setzt zundchst einmal keine Metabolisierung der Substanz im Organismus
voraus und geht daher von einem vollstandigen Transfer des Wirkstoffes in die Umwelt aus.
Die erforderlichen Dosierungen und Tiergewichte stammen aus Angaben in der veterinarme-

dizinischen Fachliteratur [13] bzw. wurden vom statistischen Bundesamt bezogen [25-26].

Fir neuzuzulassende veterindrmedizinische Produkte existiert seit 1998 in der EU eine Leit-
linie zur Uberprifung der Umweltvertraglichkeit [27]. Ein zentrales Element dieses Bewer-
tungskonzeptes ist in der sogenannten Phase 1 zunéchst die Berechnung einer méglichen
Umweltexposition. Flr den Wirkstoffgehalt im Boden gilt — mit Ausnahme der Antiparasitika —
ein sicherer Schwellenwert (,Triggerwert) von 100 pg/kg. Hierdurch wird zunéchst eine sehr
allgemein gehaltene Stoff- und Expositionsbetrachtung (Phase 1) durchgefiihrt. Uberschreitet
diese berechnete Umweltkonzentration den Triggerwert im Boden, so erfolgt eine vertiefte
Umweltbewertung in Phase 2. Diese Studien beinhalten dann auch 6kotoxikologische Unter-

suchungen an der terrestrischen und ggf. auch aquatischen Fauna.
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Aus den so durchgefiihrten Berechnungen ist zu erkennen (s. Tabelle 12), dass die PEC-
Werte unter Annahme des oben geschilderten ,Worst-Case-Szenarios” flr Altrenogest
5 mg/kg in Schweinegulle und fur Chlormadinon 0,18 mg/kg in Rindergtille betragen kénnen.
Wird eine so belastete Gulle allerdings auf den Boden ausgebracht, so werden Wirkstoff-
Gehalte in einer Bodentiefe von 5 bzw. 25 cm (Einpfligen) unterhalb des Triggerwertes von
100 pg/kg Boden fur Chlormadinon erhalten. Fir Altrenogest wird der Triggerwert nur nach
Einpfligen in eine Bodentiefe von 25 cm unterschritten.

Tabelle 12: \Worst-Case-Szenario" (keine Metabolisierung im Organismus, vollstandiger
Transfer des Wirkstoffes in die Exkremente) fur Altrenogest und Chlormadinon.

Substanz Altrenogest (Schwein) Chlormadinon (Rind)
Dosis [mg] 20 10
Dauer der Therapie [Tage] 18 20
Gesamtmenge Wirkstoff [mg] 360 200
Ausscheidung pro Tier [kg/Tag] 4% 55030
Konzentration in Guille [mg/kg] 5 0,18
Konzentration pro m? Boden [mg] 23,8 0,86
Konzentration in 5 cm Boden

[Hg/kg] 317 11,5
Konzentration in 25 cm Boden

[ng/kg] 63 2,30

Menge Substanz bei Einsatz
Dauer einer Therapie, 2 Mio
Sauen bzw. 1,8 Mio weibl.

Zucht/Nutzrinder [kg] 720 360

Ublicherweise erfolgt ein Einpfligen der Glle und somit misste nach den derzeitigen recht-
lichen Bestimmungen keine vertiefende Prifung (Phase 2) bei einer Neuzulassung eines der
Hormon-Préaparate erfolgen, selbst wenn aufgrund der niedrigen Wirkungsschwelle fir diese
Substanzen Umweltwirkungen nicht auszuschlieBen wéaren. Dies wirde auch einen mogli-
chen Transfer der Wirkstoffe durch oberirdischen Abfluss, z.B. nach einem Starkregenereig-

nis in Flisse und Seen sowie eine Verlagerung in das Grundwasser einschlieen.

Berechnungen eines maximalen Gesamtverbrauchs an Altrenogest ergeben, dass, wenn
jede Zuchtsau im Jahr einen Behandlungszyklus Uber 18 Tage durchlauft, 720 kg des Wirk-
stoffs erforderlich waren. Unter den gleichen Annahmen lage der Gesamtverbrauch fir
Chlormadinon bei 360 kg pro Jahr. Eine Prazisierung dieser bundesweiten Berechnungen

unter BerUcksichtigung niedersachsischer Verbrauchszahlen erfolgt in Kapitel 3.4.1.
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3.4 Erstmalige Erhebung von Abgabemengen in Niedersachsen

Die durchgefiuhrten Berechnungen und Schatzungen beruhen auf Worst-Case-Annahmen,
die insbesondere durch die tatsédchlichen Abgabemengen prazisiert werden kénnen. Auch
lassen sich hierdurch Riickschllisse auf die Einsatzfrequenzen eines Wirkstoffes ziehen und

kann so u.a. die Zahl behandelter Tiere in Deutschland abgeschatzt werden.

Das Tierarzneimittel-Abgabemengen-Register wird im Deutschen Institut flir Medizinische
Dokumentation und Information (DIMDI) gemaR DIMDI-Arzneimittelverordnung (DIMDI-AMV)
gefihrt und verpflichtet pharmazeutische Unternehmer und GroRhandler seit dem
1. Januar 2011 Art und Menge der von ihnen an Tierérzte abgegebenen Mengen bestimmter
Arzneimittel jahrlich mitzuteilen [28]. Es ist bekannt, dass diese Mitteilungspflicht far Arznei-
mittel, die Stoffe mit antimikrobieller Wirkung enthalten, besteht. Diese Daten werden dann
zentral vom Bundesamt fUr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) ausgewer-

tet und 6ffentlich zur Verfligung gestellt [29].

Allerdings mussen gemat DIMDI-AMV auch solche Stoffe gemeldet werden, die in einer der
Anlagen der Verordnung Uber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung aufgefiihrt sind. Folg-
lich missen Daten zur Abgabe von Préparaten mit hormonell wirksamen Substanzen an
niedergelassene Tierarzte zur Verwendung im Rahmen des Betriebs einer tierarztlichen
Hausapotheke seit 2011 gemeldet werden. Nach einer Auswertung der aktuellen Liste der zu
erfassenden Hormonwirkstoffe werden derzeit nur drei Substanzen erfasst (Altrenogest,

Chlormadinon und der natiirliche Wirkstoff Progesteron).

Auf Bitte des Niedersdchsischen Ministeriums fur Umwelt, Energie und Klimaschutz hat
daher das Niedersachsische Ministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucher-
schutz die Abgabemengen zu den Wirkstoffen Altrenogest (bei Schweinen) und Chlorma-
dinon (fur Rinder) fur 2014 erfragt.

Fir Altrenogest ergab sich eine Wirkstoffmenge von 65,48 kg in zur Anwendung beim
Schwein zugelassenen Arzneimitteln; fir Chlormadinon eine Wirkstoffmenge von 0,0578 kg

(oder 57,8 g) in zur Anwendung beim Rind zugelassenen Arzneimitteln.

In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass es sich um nach Niedersachsen
abgegebene Mengen handelt, die nicht zwingend komplett in Niedersachsen zur Anwendung
kommen miuissen, da Tierarztpraxen teilweise Uberregional arbeiten. In der vorliegenden
Erfassung sind Daten der Postleitzahlen-Bereiche 19, 21, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 34, 37, 38,
48 und 49 enthalten. In einigen Postleitzahlen-Bereichen gibt es zudem Uberschneidungen

mit anderen Bundeslandern.
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3.4.1 Abschiatzung mdoglicher Behandlungen in Niedersachsen und Deutschland

Zur Entwicklung eines préaziseren Szenarios wurde nunmehr angenommen, dass die im
Jahre 2014 in Niedersachsen an die Tierarzte abgegebene Menge von 65,48 kg Altrenogest

der Verbrauchsmenge entspricht.

Die Anzahl der Zuchtsauen betrug 2014 in Deutschland 2.074.400 Tiere, auf Niedersachsen
entfielen 523.100 Tiere ([25-26] und Tabelle 13). Da fir eine 18-tagige Therapie mit dem
Wirkstoff Altrenogest 360 mg Substanz benétigt werden, lieRen sich mit der erfassten Menge
181.889 Tiere pro Jahr in Niedersachsen behandeln, was etwa jedem 3. Tier entsprechen
wurde. Hochgerechnet auf den bundesweiten Bestand ist somit von einer Verbrauchsmenge
von ca. 250 kg Altrenogest auszugehen. Dies liegt alleine fur diesen Wirkstoff um ca. 60 %
Uber den Angaben des BfT und um ca. zwei Drittel unterhalb der Annahmen des Worst-

Case-Szenarios.

Tabelle 13: Altrenogest-Verbrauch in Deutschland unter Bertcksichtigung der tatsachlichen
Abgabemengen aus Niedersachsen sowie der Annahme, dass 2014 auch bundesweit fast
jedes 3. Tier behandelt wurde.

Niedersachsen Deutschland
Abgabemenge Altrenogest 65,48 -*
2014 [kg]
Zahl der Zuchtsauen (2014) 523.1001% 2.074.400P°
Anzahl Tiere, die eine The- 181.889 691.467
rapie (360 mg Altrenogest)
im Jahr 2014 erhalten haben
kénnen
bendtigte Menge an Altreno- 248,9
gest zur einmaligen jahrli-
chen Behandlung jeden
3. Tieres [kg]

* Zahl liegt nicht vor.

Hinsichtlich des Verbrauchs an Chlormadinon wird mit 57,8 g tatsachlich nur ein auRerst
geringer Bruchteil der im Worst-Case-Szenario angenommen Menge von 360 kg eingesetzt.
Hiermit lieBen sich insgesamt 289 Rinder behandeln. Insofern ist durch den Einsatz dieses
Wirkstoffes keine besondere Umweltrelevanz zu erwarten und die weiterfiihrenden Berech-

nungen werden daher nur fir den Wirkstoff Altrenogest durchgefiihrt.
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3.4.2 Prézisierung des Szenarios fiir eine Umweltbelastung durch Altrenogest

Unter Berucksichtigung der konkreten Verbrauchszahlen in Verbindung mit der ermittelten

Behandlungsfrequenz sowie unterschiedlichen Szenarien fir die Ausbringung der Giille,

konnte nunmehr eine Prazisierung der zu erwartenden Umweltkonzentrationen in Gllle

sowie in unterschiedlichen Bodentiefen vorgenommen werden. Die Daten sind vergleichend

mit dem urspriinglich durchgefihrten Worst-Case-Szenario (s. 3.3.2) in Tabelle 14 darge-

stellt.

Tabelle 14: Untersuchte Szenarien fir eine mogliche Umweltbelastung durch Altrenogest.
Praxisnahe Szenarien unter Berlicksichtigung der tatsachlichen Abgabemengen flihren zu

einer geringen Belastung des Oberbodens.

[wg/kgl*

Altrenogest Punktueller | Jahrlicher | Jéhrlicher
Eintrag von | Eintrag Eintrag
Giille von Giille | von Giille
(jedes
3. Tier
behandelt)
Dosis einer einzelnen Anwendung [mg] 20
Dauer der Therapie [Tage] 18
Gesamtmenge Wirkstoff [mg/Tier] 360
Ausscheidung pro Tier [kg/Tag] 4R
Gesamtmenge Gllle nach Therapie [kg] 72
Konzentration Altrenogest in der Gille [mg/kg] 5]
Durchschnittliche Altrenogest Konzentration in - 0,25 0,08
der Gulle [mg/kg/Jahr]
Konzentration Altrenogest pro m? Boden [mg] 23,8 1,2 0,4
Konzentration Altrenogest in 5 cm Boden [pg/kgl* 317 15,6 2,2
Konzentration Altrenogest in 25 cm Boden 63 31 1,0

*Bodenmasse 5 cm: 75 kg/m?, Bodenmasse 25 cm: 375 kg/m”’.
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Aus den so durchgefihrten Berechnungen ist zu erkennen, dass die PEC-Werte unter
Annahme des oben geschilderten ,Worst-Case-Szenarios“ fir Altrenogest 5 mg/kg
(Behandlung Einzeltier) und 0,25 mg/kg (einmalige Behandlung Einzeltier, Gulle 1 Jahr

gesammelt) in Schweinegtille betragen wiirden.

Woirde nunmehr die Gille unmittelbar nach dem Ende der Behandlung ausgebracht, so
lieBen sich bei einer Grinlanddungung (Einarbeitung in eine Bodentiefe von 5 cm) Uber
300 ug/kg Altrenogest wiederfinden, was eine Uber dreifache Uberschreitung des Trigger-
wertes flr Boden darstellen wirde. Allerdings ist festzuhalten, dass die Gulle i.d.R. in eine
Bodentiefe von 25 cm eingepfligt wird und hierdurch eine Altrenogest-Konzentration unter-

halb des Triggerwertes gewahrleistet ist.

Unter Berlcksichtigung der ublichen landwirtschaftlichen Praxis in Verbindung mit den
errechneten Behandlungszahlen werden deutlich niedrigere Belastungen der Gulle und des
Bodens ermittelt. Aus den Abgabemengen von Niedersachsen wurde berechnet, dass fast
jedes 3. Tier eine Behandlung erfahrt, dies wirde zu einer jahrlichen Gullebelastung knapp
unterhalb von 100 pg/kg fuhren. Wird diese Gille dann auf den Boden ausgebracht, so
werden Wirkstoff-Gehalte in einer Bodentiefe von 5 bzw. 25 cm (Einpfliigen) deutlich unter-
halb des Triggerwertes von 100 pg/kg Boden erhalten (5,2 bzw. 1,0 ug/kg Boden) und liegen
im Bereich der Belastung mit naturlichen Gestagenen in diesem Umweltkompartiment (s.
auch Tabelle 6).

Diese Werte sind auch in guter Ubereinstimmung mit einer von der Food and Drug Administ-
ration der USA offen gelegten Zulassungsstudie fir eine dlbasierte Altrenogest-Formulierung
zur Gabe von 15 mg Wirkstoff pro Tier [23].

Wie bereits dargelegt, ist der Bezug auf einen Triggerwert von 100 pg/kg Boden zwar im
Sinne der derzeitigen Zulassungspraxis fur Tierarzneimittel gangige Praxis, allerdings wird
hierbei nicht die starke Wirksamkeit hormonell aktiver Substanzen, insbesondere auf aquati-
sche Organismen, berticksichtigt. Insofern missen die Anwender dieser Substanzen darauf
hingewiesen werden, dass eine Gulleausbringung unmittelbar nach der Medikation zu
unterlassen ist, eine maglichst lange Lagerung der Gllle erfolgen sollte und dass Gebiete mit

starkem Gefalle oder leichtem Zugang zu FlieRgewassern nicht gedungt werden diirfen.
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4 Wissensliicken und daraus abgeleitete Empfehlungen

4.1 Verbrauchszahlen

Die durchgefuhrten Berechnungen und Schéatzungen beruhten zunachst auf Worst-Case-
Annahmen, die durch genaue Abgabemengen aus Niedersachsen deutlich verbessert
werden konnten. Auch gelang es, Uber die abgegebene Wirkstoffmenge an Altrenogest die
Zahl an behandelten Tieren abzuschéatzen und in Verbindung mit statistischen Erhebungen

Uber den Bestand an Zuchtsauen den Gesamtverbrauch auf Deutschland hochzurechnen.

Aus diesen Erhebungen wird daher vorgeschlagen, Verbrauchszahlen — wie bereits bei den
Antibiotika seit mehreren Jahren erfolgreich etabliert — auch fur die hormonell wirksamen
Substanzen bundesweit zu erheben und somit auch flr eine deutlich héhere Transparenz

beim Einsatz dieser nicht unumstrittenen Wirkstoffe zu sorgen.

In diesem Zusammenhang sollte auch die Frage geklart werden, warum zurzeit lediglich drei
(Altrenogest, Chlormadinon und der naturliche Wirkstoff Progesteron) wvon fast
40 Substanzen mit hormoneller Wirkung erfasst werden. GemaR DIMDI-AMV § 1 (1) 3.b)
sollen ,Daten nach § 47 Absatz 1c Satz 1 des Arzneimittelgesetzes uber die Abgabe von
Arzneimitteln, die Stoffe, die in einer der Anlagen der Verordnung tber Stoffe mit pharmako-
logischer Wirkung in der Fassung der Bekanntmachung vom 8. Juli 2009 (BGBI. | S. 1768) in
der jeweils geltenden Fassung aufgefihrt werden, als Wirkstoffe enthalten, an Tierarzte*

erhoben werden [28].

4.2 Abbau- und Umweltverhalten der identifizierten Substanzen

Die Steroidhormone kénnten nach ihrer Anwendung, Metabolisierung und Ausscheidung
zun&chst in die Gulle gelangen und dort eine gewisse Zeit verweilen. Wie bereits dargestellt,
ist in diesem Kompartiment die Spaltung der Konjugate zu erwarten aber auch eine biotische
oder abiotische Elimination (z.B. durch Sorption) des Wirkstoffes kénnte erfolgen. Im weite-
ren Verlauf wird die Gllle dann in den Boden eingebracht und auch hier kénnten biotische
und abiotische Prozesse ablaufen oder eine Verlagerung der Substanzen in tiefere Bodenbe-
reiche erfolgen. Insofern kénnten die durchgefilhrten PEC-Berechnungen zu einer Uber-

schéatzung der tatsachlichen Konzentrationen in Gille und Boden flihren.

Daher ist zu empfehlen, das mégliche Umweltverhalten zumindest von Altrenogest zunachst

in weniger aufwéndigen Tests im Labormalistab zu untersuchen.
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Zu einer ersten Abschétzung des Verhaltens in der Gulle und im Boden sollte das Sorptions-
verhalten des Wirkstoffes in jeweils zwei unterschiedlichen Matrizes (Schweine-/Rindergdille,
Sand-/Lehmboden) untersucht werden. Studien in Kleinlysimetern kénnten erste Hinweise

auf eine Verlagerung in tiefere Bodenschichten bzw. das Grundwasser geben.

Die Abbaubarkeit von Altrenogest unter anaeroben Bedingungen kénnte in laborexperimen-
tellen Testsystemen in Anlehnung an bestehende 1SO- und OECD-Vorschriften (u.a.
ISO 11734, 1SO 13641 und OECD 311) durchgefihrt werden. Hierdurch werden anaerobe
Verhaltnisse, wie sie z.B. in Gille aber auch der Gullefermentation vorliegen, simuliert. Die
quantitative Untersuchung des Abbauverhaltens und mdéglicher Abbauprodukte kénnte
mittels HPLC-MS-MS und ggf. anderer geeigneter Methoden erfolgen.

4.3 Monitoringstudien

Basierend auf den vorliegenden Verbrauchszahlen kann ein flaichendeckendes Monitoring-
programm zur Untersuchung von Gllle, Boden und Sicker-/Grundwasser derzeit nicht

empfohlen werden.

Sollten ruckstandsanalytische Untersuchungen durchgefilhrt werden, so boten sich hierflr
zunachst einmal Betriebe an, die die Wirkstoffe regelmaRig einsetzen, die Gullle sammeln
und auch auf Nutzflachen ausbringen. Allerdings ist hierbei zu beachten, dass hierfir ein
betréchtlicher Aufwand fur die Entwicklung entsprechend sensitiver Methoden in anspruchs-

vollen Matrizes, wie z.B. dem Boden, zu leisten ware.

Hormoneinsatz in der Tierhaltung 07.02.2017 Seite 27 von 29



Anhang

207

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Referenzen

Daughton CG, Ternes T (1999). Pharmaceuticals and personal care products in the environ-
ment: agents of subtle change? Environ. Health Persp. 107, 907-938.

Hamscher G, Sczesny S, Abu-Qare A, Héper H, Nau H (2000). Stoffe mit pharmakologischer
Wirkung einschlieRlich hormonell aktiver Substanzen in der Umwelt: Erster Nachweis von
Tetracyclinen in giillegediingten Boden. Deut. Tierérztl. Woch. 107, 332-334.

Hamscher G (2009). Veterinary drugs in the environment: current knowledge and challenges
for the future. J. Vet. Pharmacol. Therap. 32 (Suppl. 1), 24-25.

Hamscher G, Mohring SAl (2012). Tierarzneimittel in Béden und in der aquatischen Umwelt,
Chem. Ing. Tech. 84, 1052-1061.

Bergmann A, Fohrmann R, Weber FA (2011). Zusammenstellung von Monitoringdaten zu
Umweltkonzentrationen von Arzneimitteln. Hrsg.: Umweltbundesamt, UBA-Texte 66/2011, 108
S.

Hannappel S, Borchert D, Groeneweg J, Ziihlke S (2014). Antibiotika und Antiparasitika im
Grundwasser unter Standorten mit hoher Viehbesatzdicht. Hrsg.: Umweltbundesamt, UBA-
Texte 27/2014, 156 S.

Niederséchsischer Landesbetrieb fir Wasserwirtschaft, Kisten- und Naturschutz (2015).
Newsletter 1: Ergdanzende Untersuchungen zum UBA-Projekt ,Ursachen der Funde von Tier-
arzneimitteln im Grundwasser (FKZ 3714 23 210)“.

Jekel M, Dott W, Bergmann A, Diinnbier U, GnirB R, Haist-Gulde B, Hamscher G, Letzel M,
Licha T, Lyko S, Miehe U, Sacher F, Scheurer M, Schmidt CK, Reemtsma T, Ruhl AS (2015).
Selection of functional organic indicator substances for the anthropogenically influenced water
cycle. Chemosphere 125, 155-167

Spielmeyer A, Breier B, GroiBmeier K, Hamscher G (2015). Elimination patterns of worldwide
used sulfonamides and tetracyclines during anaerobic fermentation. Bioresour. Technol. 193,
307-314.

Sumpter JP (1998). Xenoendocrine disrupters — environmental impacts. Toxicol. Lett. 102-
103, 337-342.

Sumpter JP, Johnson AC (2005). Lessons from endocrine disruption and their application to
other issues concerning trace organics in the aquatic environment. Environ. Sci. Technol. 39,
12, 4321-4332.

Fent K (2015). Progestins as endocrine disrupters in aquatic ecosystems: Concentrations,
effects and risk assessment. Environ. Int. 84, 115-130.

Kroker R (2010). Hormone und hormonell wirksame Pharmaka. In: Léscher W, Ungemach FR
und Kroker R (Hrsg.): Pharmakotherapie bei Haus- und Nutztieren, 8. Auflage, Enke Verlag,
Stuttgart.

Verordnung (EU) Nr. 37/2010 der Kommission vom 22. Dezember 2009 {iber pharmakolo-
gisch wirksame Stoffe und ihre Einstufung hinsichtlich der Riickstandshdchstmengen in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs. Amtsblatt der Europdischen Union vom 20.01.2010,
L15/1-L15/72.

Schneidereit M (2004). Verbrauchsmengen von Tierarzneimitteln. In: Tagungsband des Fach-
gespraches “Arzneimittel in der Umwelt — Zu Risiken und Nebenwirkungen fragen Sie das
Umweltbundesamt”, Herausgeber: Umweltbundesamt Berlin, UBA-Texte 29/05, ISSN 0722-
186X, 61-63.

Aris, AZ, Shamsuddin AS, Praveena SM, (2014). Occurrence of 17a-ethynylestradiol (EE2) in
the environment and effect on exposed biota: a review. Environ. Int. 69, 104—-119.

Vulliet E, Wiest L, Baudot R, Grenier-Loustalot MF (2008). Multi-residue analysis of steroids at
sub-ng/L levels in surface and ground-waters using liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry. J. Chrom. A. 1210, 84-91.

Hormoneinsatz in der Tierhaltung 07.02.2017 Seite 28 von 29



Anhang

208

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Rodriguez-Navas C, Bjorklund E, Halling-S@rensen B, Hansen M (2013). Biogas final diges-
tive byproduct applied to croplands as fertilizer contains high levels of steroid hormones.
Envrion. Pollut. 180, 368-371.

Hansen M, Krogh KA, Halling-Sa@rensen B, Bjérklund E (2011). Determination of ten steroid
hormones in animal waste manure and agricultural soil using inverse and integrated clean-up
pressurized liquid extraction and gas chromatography-tandem mass spectrometry. Anal.
Methods. 3, 1087-1095.

Liu S, Ying GG, Zhou LJ, Zhang RQ, Chen ZF, Lai HJ (2012). Steroids in a typical swine farm
and their release into the environment. Water Res. 46, 3754-3768.

EMEA (2005). Committee for medicinal products for veterinary use. Altrenogest — Summary
report (3), 1-5.

EMEA (2000). Committee for medicinal products for veterinary use. Chlormadinone -
Summary report, 1-5.

FDA, Dokument R219/F/02, Regu-Mate for Swine: Environmental Impact Assessment. Online
unter: http://www .fda.gov/ohrms/dockets/98fr/141-222-fonsi01.pdf (Aufruf am 05.04.2016).

SciFinder, Copyright© 2016 American Chemical Society. Online unter:
https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf (Aufruf am 03.03.2016).

Statistisches Bundesamt, Wiesbaden. Allgemeine und représentative Erhebung tiber die Vieh-
bestdnde, gehaltene Tiere: Bundesldnder. (Aufruf am 03.03.2016).

Statistisches Bundesamt, Wiesbaden. Allgemeine und reprasentative Erhebung uber die
Viehbestinde, gehaltene Tiere: Deutschland (Aufruf am 03.03.2016).

EMEA (2008). Committee for medicinal products for veterinary use. Revised guideline on envi-
ronmental impact assessment for veterinary medicinal products in support of the VICH guide-
lines GL6 and GL 38.

Verordnung (ber das datenbankgestiitzte Informationssystem (iber Arzneimittel des
Deutschen Instituts fiir Medizinische Dokumentation und Information (DIMDI-Arzneimittelver-
ordnung - DIMDI-AMV, Ausfertigungsdatum 24.02.2010). Unter: htip://www.gesetze-im-
internet.de/bundesrecht/dimdiamv/gesamt.pdf

BVL (2015). Tabelle 4: Vergleich der Abgabemengen der Wirkstoffklassen 2011 bis
2014 hitps://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Bilder/09_Presse/Download_Bilddateien_Presse_
Hintergrundinformationen/20150728_Tabelle_Antibiotika_Abgabemenge2015_Print.png?__Dbl
ob=publicationFile&v=3

Lange IG, Daxenberger A, Schiffer B, Witters H, Ibarreta D, Meyer HHD (2002), Sex
hormones originating from different livestock production systems: fate and potential disrupting
activity in the environment. Anal. Chim. Acta 473,27-37.

Danksagung:

Far die kritische Durchsicht dieser Literaturstudie und flr die Unterstitzung bei der
Klarung vieler gesetzlicher und veterinarpharmakologischer Sachverhalte bedanken wir
uns ganz herzlich bei Frau Prof. Dr. Melanie Hamann vom Fachbereich Veterinarmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GieRen.

Hormoneinsatz in der Tierhaltung 07.02.2017 Seite 29 von 29



Veroéffentlichungen 209

VEROFFENTLICHUNGEN

wissenschaftliche Beitrige:

Spielmeyer, A., Stahl, F., Petri, M.S., Zerr, W. Brunn, H. Hamscher, G. (2017)
“Transformation of sulfonamides and tetracyclines during anaerobic fermentation of liquid

manure”. Journal of Environmental Quality 46 (1) 160-168 (Publikation)

Hamscher, G., Petri, M.S. (2017) ,Vorkommen und mégliche Wirkungen von Hormonen aus der
Tierproduktion auf Wasser und Boden®. Im Auftrag des Niedersidchsischen Ministeriums fir

Umwelt, Energie und Klimaschutz (Literaturstudie)
Tagungsbeitrage:

Petri, M.S., Hoper, H. Hamscher, G. (2018) “Sulfonamides and tetracyclines in aged,
agricultural soil”. Eighth International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Residue

Analysis, Ghent, 22.05-25.05 (Vortrag)

Petri, M.S., Hoper, H., Hamscher, G. (2018) ,Analytik von Sulfonamiden und Tetracyclinen in
gealtertem, landwirtschaftlich genutztem Boden“. Arbeitstagung der LChG RV Stidwest, Giefien,
06.03-07.03 (Vortrag)

Petri M.S., Hamscher, G. (2016) ,Methodenentwicklung zur Quantifizierung von Sulfonamiden
und Tetracyclinen in landwirtschaftlich genutzten  Bodenfldchen” 45. Deutscher

Lebensmittelchemikertag, Freising, 12.09-14.09 (Poster)



Danksagung 210

DANKSAGUNG

An erster Stelle mochte ich mich bei Prof. Dr. Gerd Hamscher fiir die Bereitstellung des
interessanten Themas und fiir die Moglichkeit meine Dissertation in seinem Arbeitskreis
anfertigen zu diirfen bedanken. Auch fiir die engagierte Betreuung und Unterstiitzung wahrend

meiner gesamten Promotion.

Weiterhin méchte ich mich bei Prof. Dr. Jan Siemens fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens
sowie bei Prof. Dr. Bernhard Spengler und Frau Prof. Dr. Melanie Hamann fiir den Beitritt zur

Priifungskommission bedanken.

Mein besonderer Dank geht an Dr. habil. Astrid Spielmeyer. Danke, dass deine Tiir jederzeit
offen stand und du fiir jedes Problem eine Lésung mit einer grofien Portion Motivation gefunden

hast. Alles einzeln aufzuzihlen wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Daher, DANKE!

Fiir die Probennahme sowie tiber die gute Zusammenarbeit mochte ich Hubert Groh sowie Dr.

Heinrich Héper vom Landesamt fiir Bergbau, Energie und Geologie danken.

Danke an Dr. Harald Schaaf, Dr. Sebastian Georgii und ihren Mitarbeitern fiir die gute

Zusammenarbeit und die Messungen mittels ICP-MS.

Weiterhin bedanke ich mich bei Prof. Dr. Rolf Diiring und seinen Mitarbeitern fiir die Messung

der Bodenparameter.

Mein grofder Dank gilt auch der gesamten AG Hamscher und der AG Zorn. Danke Anja Platt fir
deine wertvolle Hilfe in allen Lebenslagen im Labor. Danke Friederike Hahne fiir die

wundervolle Biiropartnerschaft.

Vielen Dank an Lucia Werner fiir die praktischen Arbeiten zur Mikrowellenextraktion. Ebenfalls

Danke an Christian Réhrig und Jana Thenert fiir diverse praktische Arbeiten.

Mein weiterer Dank gilt vor allem der MvB-Gruppe Nadja Kreuter, Dr. Maria Weif3, Dr. Nicole
Mika und Dr. Martina Zajul. Danke fiir die vielen hilfreichen Gesprache und eure Freundschaft

wahrend und aufderhalb der Arbeit.

Ein herzliches Dankeschon an meine lieben Eltern und an meine Familie die mich immer
unterstiitzt hat und mir diesen Weg ermoglicht hat. Danke Miriam fiir deine kontinuierlich
aufbauenden Worte. Vielen Dank Marius fiir deinen liebevollen Riickhalt und die Geduld auch in

schwierigen Zeiten.



Erklarung 211

SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG

Hiermit versichere ich, die vorgelegte Dissertation selbststindig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt zu haben, die ich in der Thesis angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemafd aus veroffentlichten Schriften entnommen sind, und
alle Angaben die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den
von mir durchgefiihrten und in der Thesis erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze
guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitit zur

Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis‘ niedergelegt sind, eingehalten.

Datum Unterschrift



