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kontaminanten — Untersuchungen zu Eintrag und Verha  lIten
verschiedener Antibiotika in der Umwelt mittels Hoc hleistungs-
Flussigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometr ie

Heike Pawelzick

Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen zu Vorkommerniteverha
und moglichen Effekten von Human- und Veterinarpharmaka in der Umwelt-durch
gefuhrt. Der Einsatz betrachtlicher Mengen an Tierarzneimitigrie hauptsachlich
zum Eintrag von Tetracyclin- und Sulfonamidantibiotika in Giulle, indéo und
Sedimente, in Oberflachengewasser und im Falle der Sulfonamiei@aadt auch in
das Grundwasser. Dabei nahmen die Umweltkonzentrationen mit zumgdime
Entfernung von der Eintragsquelle ab. Die hochsten Konzentrationen warG@dhie
gefunden (mg/kg-Bereich), gefolgt von denen in Sedimenten (Lg—mg/kg-Bereich) und
Boden (ug/kg-Bereich), bis hin zu Spurenkonzentrationen in Oberflacinach-
Grundwassern (ug/L-Bereich). Unter anderem auch aufgrund eines Maagels
verlasslichen und sensitiven Analysenverfahren war Uber das Verhdike
Tetracycline und Sulfonamide, insbesondere unter Feldbedingungen, wenigtbekann
Durch Anwendung sensitiver und selektiver HPLC-MS/MS-Technik konnten im
Rahmen dieser Arbeit Felduntersuchungen zum Vorkommen und Verhalten ver
schiedener Antibiotika im erweiterten landwirtschaftlichen Umfeddiseert werden.

Bereits etablierte analytische Methoden zur Bestimmung vexsahér Tetracyc-
line in unterschiedlichen Umweltmatrices wurden erfolgreichdiifSubstanzgruppe
der Sulfonamide udbertragen. Sulfonamide wurden, wie fir die Tetracycline
beschrieben, aus Gulle und Boden mittels Flussig/FlUssig-Extnaltid aus matrix-
reichem Grundwasser mittels Festphasen-Extraktion extrahiertCHISL-MS/MS
wurde angewandt, um die Sulfonamide selektiv und sensitiv zu detektielen. D
Bestimmungsgrenzen waren 0,02—-0,05 mg/kg fur Gille, 2-5 pg/kg fur Sandboden und
0,05-0,1 pg/L fur matrixreiches Grundwasser. Die Wiederfindungsraten lagen
zwischen 72 % und 108 % in Gulle bei einer Prazision kleiner 10 %anarimal
53 % in Sandboden bei einer Prazision von 12-18 % und zwischen 54 % und 93 % in
matrixreichem Grundwasser bei einer Prazision von 11-21 %.



VI Zusammenfassung

Fir beide Substanzklassen wurde die enorme Methodenrobustheit fir die
komplexe Matrix Boden an zehn weiteren Bodentypen, die sich inigachBoden-
charakteristika wie pH-Wert, KorngréRenverteilung und organischem Ksibfén
gehalt unterschieden, demonstriert. Die Robustheit und breite Anwenitlbarke
pradestinierte diese Methode gerade fiir die Routineanalytik.

Kirzlich wurde Tetracyclin bei einer landwirtschaftlichen Migiche (Sandboden)
in Konzentrationen von mehreren Hundert pg/kg nachgewiesen. Seinetzd
gezeigt, dass Tetracyclin im Oberboden persistiert und mdglictservairt durch
wiederholte Gulleausbringung akkumuliert. Eine Verlagerung in tiefeceeBschich-
ten oder oberflachennahes Grundwasser wurde damals nicht beoba@htEorD
fuhrung dieser Feldstudien in den Jahren 2001 bis 2004 ergab nun ein konstantes
durchschnittliches Ruckstandsniveau von 152 + 52 pg/kg Tetracyclin im Oberboden,
aber keine weitere Anreicherung. Eine Verlagerung dieser Verbindunges f@rund-
wasser (0,05-0,13 pg/L) wurde trotz einer sehr starken Sorption inb@leer nach
vierjahriger Studiendauer erstmals Ende 2003 beobachtet. Untersuchungasgaer a
tragenen Gullen ergaben, dass der Ackerboden dartiber hinaus asginifikanten
Mengen an Sulfadiazin und Sulfamethazin beaufschlagt wurde. Dennoch wurde im
Oberboden lediglich Sulfamethazin in Konzentrationen von nur wenigen pg/kg
detektiert. Trotz der geringen Bestandigkeit in Gulle und Boden komtfengthazin
wiederholt in Grundwasserproben, die mit Saugkerzen in 1,40 m-Bodentiefe
gewonnen wurden, in Konzentrationen bis zu 0,24 pg/L nachgewiesen werden.

Ein fur Nordwestdeutschland reprasentatives Monitoring verschiederlar-Ac
flachen ergab zudem, dass potenziell jede Dritte mit Tetracyickatanden von mehr
als 100 pg/kg kontaminiert sein kann. Sulfonamide waren auch hier nur inrikonze
trationen von wenigen pg/kg Boden vorhanden.

Diese Studien zeigen zum ersten Mal den Eintrag von TetracyclinBoaten in
das Grundwasser sowie daruber hinaus die kontinuierliche Verlagerunguifan S
methazin in dieses Umweltkompartiment. Akute toxische Effekte auB.Wasser-
mikroorganismen sind durch die gemessenen Konzentrationen nicht atearwab
die Antibiotikaeintrage in das Grundwasser im subtherapeutiscloezelitrations-
niveau allerdings zu einer Resistenzbildung bei aquatischen Baktettiagde, kann
zurzeit nicht abschlieRend beurteilt werden.

Ergdnzend zu den Feldstudien des Eintragspfades Giulle — Boden — (oberflachen
nahes) Grundwasser wurde eine Pilotstudie bei Aquakulturbetriebdiedersachsen
durchgefiihrt. Dieses Screening zeigte, dass der Eintragspfad Aquak8kdiment —
Oberflachenwasser hierzulande noch von untergeordneter Bedeutung ist.



Zusammenfassung VII

Ein bislang unbekannter Eintragsweg von Antibiotika in die Umweltamém
maoglicherweise groReren Risiko fir den Menschen wurde fur Staube duosedsiv-
tierhaltung entdeckt. Die Belastung von Stauben, die in einem Schvedimesien
Jahren 1981-2000 gesammelt wurden, mit bis zu finf verschiedenen Substanzen,
konnte ebenfalls mittels HPLC-ESI-MS/MS-Analytik gezeigt desr. In 80 % der
Proben konnte Tylosin und in 65 % der Proben Sulfamethazin nachgewiesen.werde
Beide Verbindungen sind als Allergene bekannt und kdnnten somit zu egardge
heitlichen Beeintrachtigung des Landwirtes durch die Inhalation diSsmsbes
beitragen. Auch die zeitweilige Exposition gegentber Chloramphenicol, dessen
Einsatz insbesondere wegen seines genotoxischen Potenzials seit 1@@4t Eler
Tierhaltung verboten ist, konnte retrospektive Uber die Analyse von Staubprobe
nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass Uber die Analyse von Stalfstaubh
Ruckschlisse auf die veterinarmedizinische Praxis gezogen werden kdnnen.

Schlagworte: HPLC-MS/MS, Umweltkontaminanten, Veterinarantibiotika






Veterinary drugs from intensive livestock-farming a S emerging
environmental contaminants — Investigations of entr ance routes
and behaviour of different antibiotics in the envir onment
using high performance liquid chromatography

and tandem mass spectrometry

Heike Pawelzick

Summary

In recent years, many investigations have been carried out on therence,
behaviour, and possible effects of human and veterinary pharmaceuticte i
environment. The use of considerable amounts of veterinary drugs has leditdy
the entry of tetracycline and sulfonamide antibiotics into liquiahune, soil and
sediment, surface water, and occasionally also into groundwateh€ircase of
sulfonamides). The environmental concentrations were found to decradse w
increasing distance of the source of entry. The highest conbemsravere found in
liquid manure (mg/kg-range), less in sediments (pg—mg/kg-range) and|soikg-
range), and trace amounts in surface water and groundwater @rg/&)}r Mainly due
to the lack of reliable and sensitive analytical methods, ks known about the
behaviour of tetracycline and sulfonamide antibiotics, particularly rurfodd
conditions. Within the scope of this work, selective and highly sendiiveC-
MS/MS techniques were applied to samples from various field igagisins to
determine the occurrence and behaviour of various antibiotics in tlesdexk
agricultural environment.

Established analytical methods for the determination of severatyelines in
various environmental matrices were successfully applied to demel@pnethods to
detect the substance class of sulfonamides. As previously descooibékef tetra-
cyclines, sulfonamides were extracted from liquid manure and gbilliquid-liquid
extraction, and from matrix-rich groundwater with solid-phase etxra HPLC-ESI-
MS/MS was applied to detect the sulfonamides selectively andigelysiThe limits
of determination were 0.02-0.05 mg/kg for liquid manure, 2-5 pg/kg for sandy soil,
and 0.05-0.1 pg/L for matrix-rich groundwater. Recoveries from liquid maanged
from 72% to 108%, with an analytical precision generally lower #G#. In sandy
soil, maximum recoveries of 53% were achieved with an analygicatision of
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between 12% and 18%; in matrix-rich groundwater, recoveries rangad5#86 to
93%, with an analytical precision of between 11% and 21%.

The enormous robustness of the method for both substance classeghe sodst
complex matrix, was demonstrated in ten different soil types ¥@rnabroad range of
important soil characteristics such as pH, grain size distibwnd organic carbon
content. The robustness and broad applicability of this method makediaty suit-
able for routine analysis.

Very recently, tetracycline was detected in farmed land in cdrat@ns of up to
several hundred pg/kg (sandy) soil. It was shown that tetracyclinkeigogtersist and
may accumulate in topsoil after repeated fertilisation presesdo leaching into
deeper soil segments or shallow groundwater was observed. Furtthetdigies in the
years 2001 to 2004 showed no further accumulation of tetracycline, but did aevea
comparable average residue level of 152 + 52 pg/kg. Despite the strong soirpiien
drug in topsoil, leaching of this compound in groundwater was observed forghe fi
time at the end of 2003, after four years of study. Investigatiorisedicuid manures
applied showed that the arable land had also been amended witlrcargréimounts
of sulfadiazine and sulfamethazine. However, only sulfamethazine etasted in
topsoil at concentrations of a few pg/kg. Despite its poor dtalvilliquid manure and
soil, sulfamethazine was repeatedly detected at concentratians tof 0.24 pg/L in
groundwater sampled by suction probes at 1.4 m below soil surface.

A Survey of various agricultural fields representative of northevasGermany
showed that as many as one in three samples could be contamirthteeswiues of
tetracyclines at concentrations of more than 100 pug/kg. Again, sulforeméate pre-
sent only at concentrations of a few pg/kg soil.

These studies showed for the first time the entry of tetracyétoma soil to
groundwater as well as continuous leaching of sulfamethazine intathisremental
compartment. The concentrations measured here do not lead to théatompeaf
acute toxic effects e. g. on aquatic microorganisms. At presenhnbtd®e conclu-
sively determined if the antibiotic loads in groundwater at suéfieeitic concen-
trations may contribute to the development of antibiotic resistance.

Moreover, a comparison of intensive livestock farming and aquacudhoeed
that the pathway aquaculture — sediment — surface watdt o stinor importance in
this country.

A thus far unknown entrance route for antibiotics into the environmeht avit
possibly higher health risk for humans was discovered in dust fromaboonfine-
ment buildings. HPLC-ESI-MS/MS analysis showed that dust saroplested in a
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pig fattening farm in the years 1981-2000 were contaminated with up tdiffieesnt
antibiotics. Tylosin and sulfamethazine were detected in 80% and 6Hés&f sam-
ples, respectively. As both compounds are well known as allergergerfuks may
arise for the farmer from the inhalation of these dusts. Furtitetnanalysis of dust
samples proved retrospectively the intermittent exposure of worketddrampheni-
col, which has been banned in livestock farming within the EU sin&#,19
particularly because of its genotoxic potential. Therefore the asmalf/slust samples
from animal confinement buildings can also provide information abaitgral pre-
sent use of veterinary drugs.

Keywords: HPLC-MS/MS, environmental contaminants, veterinary antibiotics
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1 Einleitung

Arzneimittel werden in gro3en Mengen in der Human- und Veterindzmeeinge-
setzt. Nach Applikation kdnnen diese Substanzen und ihre Metaboliten c@ueden
werden und so in die Umwelt gelangen. Pharmaka werden gezieltodile &t
biologischer Wirkung entwickelt und besitzen dafiir spezifische physiko-sbhkeeni
Eigenschaften. Um membranpermeabel zu sein, missen sie eirsseg&wnophilie
aufweisen und um ihre Wirkstruktur bis zum Zielort zu erhaltdigs®n sie persistent
sein. Durch Biotransformation kénnen wahrend der Phase-I- (Funktionaiig)e
und/oder Phase-llI-Reaktionen (Konjugation) Metabolite entstehen, elst hydro-
philer sind als die Ausgangsstoffe. Folglich besitzen Arzneistoffé Metabolite
notwendige Eigenschaften, die Bioakkumulation oder Mobilitdt in den eimezelne
Umweltkompartimenten ermoglichen und damit eine Wirkung im aquatischen
und/oder terrestrischen Okosystem ausiiben zu kénnen.

Umso erstaunlicher, dass sich erstmalig Anfang der 1970er Jalsendgbatftler
fur Arzneistoffe in der Umwelt interessierten — damals wa®isteroidhormone die
als neue Umweltschadstoffe identifiziert wurden (z. BBAK und BuncH 1970;
NORPOTH etal. 1973; SNNEBORN 1978). In den folgenden Jahren geriet das
Thema wieder in Vergessenheit und die Forscher beschaftigtennsadgm 1980er
Jahren intensiv mit der Umweltrelevanz vornehmlich von Industrieidladien und
Kontaminanten wie Schwermetalle, polyzyklische aromatische Koht=enstoffe,
Dioxine und auch Pestizide. Erst als im Jahr 1992 Berliner Wasbkaftler bei der
Untersuchung von Pflanzenschutzmittelrickstanden zuféllig die Cloféniaseinen
Lipidsenkermetaboliten, im Berliner Grundwasser entdecktermAS und
LINKENHANGER 1992; SAN 1994), wurde ein mogliches o6kotoxikologische
Risiko von Pharmakarickstanden diskutiert. Bis heute wurden weltvedit ais 80
verschiedene Substanzen, Pharmaka und einige Metabolite, in der agoatischelt
detektiert (hg—pg/L-Bereich) (EBERER 2002).

Grundsatzlich miussen fir den Eintrag von Human- und Veterindrpharmdie in
Umwelt unterschiedliche Eintragspfade betrachtet werden. Hugrananittel
gelangen hauptséchlich tber die Klaranlagenabflisse in die Oberigmvasser. Fur
Tierarzneimittel ist dagegen der Eintragsweg Uber die GuldemBoden und dann
moglicherweise mit dem Sickerwasser in das Grundwasser von ho&tedesranz
(HALLING -S@RENSEN1998) (siehe Abb. 1-1).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Arzneistoffe aus der humdnseteri-
narmedizinischen Anwendung in Abwassern, Klaranlagenabflissen, Oberflachen



2 Einleitung

gewassern sowie Wirtschaftsdiingern und Béden nachgewiesen. Einen Ubdabtick
den Kenntnisstand der letzten Jahre gebeALIHNG-S@RENSEN (1998),
DAUGHTON und TERNES (1999), KUMMERER (2001a, 2001b, 2003a/b, 2004),
BoxaLL etal. (2003) und WIELE-BRUHN (2003a). Dabei wurde in der
Vergangenheit der Problematik von Pharmakarickstanden aus der Hunmmmedi
mehr Bedeutung zugemessen, obwohl auch Tierarzneimittel im erhablish&ang
angewendet werden. Bis heute liegen darum nur wenige Untersuchungen zum
Vorkommen und Verhalten von Tierarzneimitteln in der Umwelt vor.

Zuruckzufuhren ist dies auch auf den Mangel an verlasslichen, ausckiche
empfindlichen und selektiven Analysenmethoden fir die in der Veterauizm
relevanten Substanzklassen der Tetracyclin-, Sulfonamid- und Maktibhidéka.

Die Methoden der Wahl sind hier die Hochleistungs-Flissigkeitsatographie-
Massenspektrometrie (HPLC-MS) { PIN etal. 2002; ¥NG und CARLSON
2003) und -Tandemmassenspektrometrie (HPLC-MS/M$R §¢ H et al. 1999; Ziu
etal. 2001; KAMSCHER etal. 2002). Sie vereinen hohe Sensitivitat mit der
Moglichkeit zur Strukturabsicherung. Die Anforderung an die Leistuhggiéit der
Analysenmethoden wird durch die erwarteten Umweltkonzentrationegmegeben.
Gerade fur die komplexen Matrices wie Gille (mg/kg-Bereich) und B@dgrkg-
Bereich) sind bislang nur wenige Methoden etabliert, wohingegen déoténpool
fur die wassrigen Matrices (ng—ug/L-Bereich) deutlich groR3er ist.

Die mdglichen Effekte von Arzneistoffrickstanden in der Umwelt sifiehsicht-
lich. Neben den denkbaren toxischen Wirkungen auf Bodenorganismen und Pflanzen
(JJEMBA 2002) ist fur den Bereich der Antibiotikartickstande die Entwickiomg
Resistenzen bei aquatischen und terrestrischen Bakterien von h@@ddtertung. Da
die zu erwartenden Umweltkonzentrationen meist unterhalb der [Eifedéntrationen
liegen, kann gerade durch diese subtherapeutischen Wirkdosen digioSelek
resistenter Stdmme begulnstigt werden. Wirtschaftsdinger kdnnen zudeits ber
resistente Bakterien und Resistenzgene enthalten, wodurch es nu dineéten
Transfer der Resistenzeigenschaften kommen kanm(&/ 1998; LEvy 2002).

1.1 Verbrauchsmengen von Antibiotika

Die European Federation of Animal HeaREDESA gab, erstmalig 1997 und darauf
1999, Daten zu den jahrlichen Verbrauchsmengen von Antibiotika iButepaischen
Union (inklusive der Schweiz) bekannt (FEDESA 1997, 2001). Die absoluten und
relativen jahrlichen Verbrauchsmengen sowie die relativen Veranderaogeander
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Tab. 1-1:  Jahrlicher Verbrauch (Reinwirkstoffmenge  n) von therapeutischen Antibiotika
und Leistungsférderern in der EU und der Schweiz in den Jahren 1997 und 1999
(nach FEDESA 2001)

Substanzgruppe 1997 1999 A 1997-1999
[t] [%] [t] [%] (%]
Therapeutika 3494 27,5 3827 29,1 +11
Leistungsforderer 1599 12,5 786 6 -50,0
Humanmedizin 7659 60 8525 64,8 +11,3
Gesamtbilanz 12752 100 13216 100 +3,6

sind in Tab. 1-1 dargestellt. Daraus ergibt sich, dass die Gesanati#diibenge zu
circa Zweidritteln auf die Humanmedizin und zu circa einenttdrauf die Veterinar-
medizin inklusive der Leistungsférderer entfallt. Aufgrund der RUckeahon
Zulassungen fur pharmakologisch wirksame Futtermittelzusatzskaffente eine
Abnahme in diesem Bereich beobachtet werden.

Zum Umfang des Antibiotikaeinsatzes in der Tierhaltung in Delasdhsind
derzeit keine aktuellen Daten zugénglich. Jedoch gab Bierdesverband fur
Tiergesundheit(BfT) die Daten zum Tierarzneimittelmarkt 2003 in Deutschland
bekannt. Demnach verzeichnet das Antibiotikasegment im Vergleich pgahVein
positives Wachstum von 5,8 % und tragt mit 28,9 % zum Gesamtumsatz von&09 Mi
Euro bei (BT 2004). Allerdings lassen sich aus diesen Zahlen keine Ruckschliisse
auf die tatsachlichen Wirkstoffmengen ziehen.

Fir eine der in Deutschland bedeutendsten Region fur Intensivtigrpaliem
Regierungsbezirk Weser-Ems, hat dasweltbundesamfUBA) eine Studie zur Ab-
schatzung der in die Umwelt eingetragenen Wirkstoffmengen vonrZieienitteln
beauftragt (WNCKLER und GRAFE 2000). Die hierbei fur die Jahre 1997 und 1999
erhobenen Daten bilden noch heute eine wichtige Grundlage fur die Beurd#ung
Okotoxikologischen Relevanz einzelner Stoffgruppen im Zusammenhang ménFra
des Boden- und Gewasserschutzes. Demnach sind in der Region Wesesiigson-
dere die Tetracycline, gefolgt von den Sulfonamiden, quantitativ von Bedeutusg. Die
deckt sich mit Erhebungen der Bundeslander Brandenburg und Mecklenburg-Vor-
pommern (siehe Tab. 1-2). Die Erhebungen vom®@kLER und GRAFE (2000)
flossen in die Konzeption dieser Arbeit ein. Zur ndheren Untersudemgintrags-
pfade von Tierarzneimitteln in die Umwelt wurden schlief3lich &gsubstanzen die
mengenmallig bedeutendsten Tetracyclin- und Sulfonamidantibiotikgevedisit:
Chlortetracyclin  (Verbrauch 1999: 24t), Tetracyclin (Verbrauch 1999: 14 t)
Oxytetracyclin  (Merbrauch 1999:1,6t) sowie Sulfadiazin und Sulfamethazin
(Verbrauch 1999: je 6 t).
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Tab. 1-2:  Jahrlicher Verbrauch (Reinwirkstoffmengen ) von therapeutischen Antibiotika in
verschiedenen Regionen Deutschlands

Weser-Ems Brandenburg Mecklenburg-
1997* 1998/1999" Vorpommern
Substanzgruppe N
2001

[t] (%] [t] [%] [t] [%]
Tetracycline 39,8 58 4,6 69 6,4 41
Sulfonamide 14,4 21 0,9 14 2,5 16
Aminoglycoside 7,1 10 0,2 3 0,2 2
B-Laktame 3,8 5 0,2 3 0,1 1
Makrolide 0,2 <1 0,01 <1 0,1 1
Sonstige 3,9 6 0,7 10 0,8 8
Antibiotikamenge 69,2 100 6,6 100 10 100
*WINCKLER und GRAFE (2000)
"LINKE und KRATZ (2001)
*THIELE-BRUHN etal. (2003a)
1.2 Mdgliche Eintragspfade und Transport von

Tierarzneimitteln in die Umwelt

Ende der 1990er Jahre postuliertalHING -SGRENSEN (1998) verschiedene Ein-
tragspfade fur Human- und Veterinarpharmaka in die Umwelt. Seigj@erann dieses
Schema durch den erhdhten Forschungsumfang mehr an Kontur und wurde standig
erweitert (u.a. 3RGENSEN und HALLING -S@RENSEN 2000; JEMBA 2002;
KUMMERER 2004). Anerkannt ist, dass die Haupteintragspfade und der Transport
von Human- und Veterinarpharmaka grundsatzlich verschieden sind. DigerQuel
maoglichen Eintrags- und Verteilungspfade von Arzneistoffen in der Utrsired in
Abb. 1-1 skizziert.

Verabreichte Humanarzneimittel werden entsprechend ihrer pharmatisdtiesa
Eigenschaften unterschiedlich stark biotransformiert oder auchg wvitiverandert
(z. B. Kontrastmittel) wieder ausgeschieden. Die ausgeschiedezerigtoffe und
ihre Metaboliten gelangen mit den Abwassern in die Klaranlagen. tFaade keine
Elimination statt, kdnnen die Wirkstoffe Uber den Wasserpfad & Wdmwelt
eingetragen werden und maoglicherweise sogar ins Trinkwasser gelangeh. die
Verwendung von Klarschlammen als Wirtschaftsdiinger kdonnen HumanarZeeistof
Uber diesen Nebenpfad auch in die terrestrische Umwelt eingetnageten
(KUMMERER 2004).
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Anwendung Produktion
Tiermedizin Humanmedizin Aquakultur
Ausscheidung
v v
Gille | Abwasser Abwasser/Deponie

] =]

Ausbringung  [€=—] Klaranlage

\L Run-Off YV
Boden Sediment
i v ¥ \ A 4 v Y v
Grundwasser <> Oberflachengewasser
\ 4 A\ 4
Trinkwasser

Abb. 1-1:  Eintragspfade fur Arzneimittel in die Umwe |t
(modifiziert nach H IRscH etal. 1999).

Die in der Intensivtierhaltung verabreichten veterinarmedizieiscWirkstoffe
und ihre Metaboliten werden mit den Exkrementen ausgeschieden. Duact- Be
schlagung von Ackerflachen mit Gille und Dung und der meist folgenden
mechanischen Bodenbearbeitung werden die Wirkstoffe in den Boden inkorporiert.
Begunstigt durch starke Regenfalle kbnnen die Substanzen mit dem Bsdenader
direkt durch Makroporenflisse mdglicherweise in das Grundwasdagedrwerden
(JBRGENSEN und HALLING- S@RENSEN 2000). Bei rein topischen
Applikationen, d. h. bei Giulleausbringungen auf die Ackeroberflache, z. B. durch
Versprihen oder Ausbringung mit der Schleppschlauchtechnik, ohne nachfolgende
mechanische Bodenbehandlung, ist die Gefahr fur einen ,Run-Off* der Subsianz
die umliegenden Oberflachengewasser besonders grof3. Dieser wahrsddteinlic
Eintragspfad fur Tierarzneimittel in die Umwelt wurde duMbdrkommen in den
relevanten Umweltkompartimenten belegt, das in Abschnitt 1.3 naher ddtgestel

In der Aquakultur angewendete Antibiotika kdnnen sich direkt — Gber dds- Fisc
futter oder Uber die Ausscheidungen der Fische — in den Sedimentersctialpzn.
Begrindet in dieser speziellen Anwendungsform werden die Pharmaka kaum
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metabolisiert und abgebaut AGOBSEN und BERGLIND 1988). Da die
kommerzielle Nutzung der Aquakultur in Deutschland zunehmend wichtajkbe, isn
Sinne des vorbeugenden Umweltschutzes auch hier ein Umweltmonitoring stattfinde

Ein bislang unbekannter Eintrag von Antibiotika in die Umwelt mit eimedy-
licherweise grolReren Risiko fur den Menschen konnte Uber luftgetr&jalstaube
erfolgen. Stallstaub setzt sich aus Bestandteilen von Futtdnniiestreu und Faeces
zusammen und ist daher ein potenzieller Trager von oral veralreicimd von
ausgeschiedenen Antibiotika. Neben dem Auftreten von Antibiotikegagest beim
Menschen kdnnten auch die allergenen Eigenschaften einiger diesestofiér zu
gesundheitlichen Beeintrachtigungen fuhren.

1.3 Vorkommen von Antibiotika in der Umwelt

1.3.1 Antibiotika in Gulle

Ein Grol3teil der bei Lebensmittel liefernden Tieren bestimmungéderarabreichten
Antibiotika wird Uber den Urin und die Faeces wieder ausgeschidad-ttterungs-
versuchen ermittelte Ausscheidungsraten fur Sulfonamide und Teingcyelchen

von 50 bis 80 % (BRGER et al. 1986; ROKER 1983; WINCKLER und GRAFE
2000). Die Exkremente enthalten dabei meist eine Mischung ausrsiiséanz und
Metabolit (SPAEPEN etal. 1997; MONTFORTS etal. 1999; ToLLs 2001,
BoxALL etal. 2003). Antibiotika kbnnen durch zahlreiche Phase-I- (Funktionalisie-
rung) und/oder Phase-ll-Reaktionen (Konjugation) biotransformiert weffeLLs
2001). Art und Weise sowie Ausmald der Metabolisierung ist abhangig von der
Substanz selbst, der Applikation und der Tierab((Ts 2001). Eine Ubersicht iber
die Metabolisierungsraten verschiedener Antibiotika gibt Tab. 1-3.

Tab. 1-3:  Metabolisierungsraten der am haufigsteni  n der Veterinarmedizin eingesetzten
Antibiotika (hach B oxALL et al. 2004)

Substanzgruppe Metabolisierungsrate
Tetracycline minimal
Sulfonamide hoch
Makrolide minimal
Aminoglycoside minimal-hoch
Fluorquinolone moderat—hoch

Zuordnung der Metabolisierungsraten: minimal: < 20 %; moderat: 20-80 %; hoch: > 80 %.
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Wahrend Tetracycline nur geringfiigig im Tier metabolisiertdsar(WiNCKLER
und GRAFE 2000), zeigen die Sulfonamide eine hohe metabolische Umsetzungsrate
(BoxALL etal. 2004). BRGER etal. (1986) zeigten, dass 46 % des Schweinen
verabreichten Sulfamethazins (SMZ) in die Giille gelangt, 50%rdals N-Acetyl-
SMZ.

Die Antibiotika und Metaboliten enthaltenden Exkremente werden atsaNafts-
dunger eingesetzt und entweder direkt oder nach einer gewissen Lageitusugfsdie
Felder ausgebracht. Von den Ausgangskonzentrationen und der Stabilitanteder
biotika in der Gille hangt letztlich die Antibiotikafracht in die Umwvadit

Bislang sind nur vereinzelte Studien zum Abbau von Antibiotika in
Wirtschaftsdiingern beschrieben worden. Fir Tetracycline wurden Hatkwent von
30—-64 Tagen ermittelt (&/ALCHIN und KATz 1994; WINCKLER und GRAFE
2001; De LiIcuoRO etal. 2003). WNCKLER und GRAFE (2001) stellten dabei
keinen signifikanten Einfluss der Ausgangskonzentration, der Umgebungstempera
sowie des Lufteintrages auf die Persistenz von Tetracyclinilie @&st (W NCKLER
und GRAFE 2001). LANGHAMMER et al. (1988) ermittelten fur Sulfathiazol bzw.
Sulfamethazin einen 40-60 %igen Abbau nach funf Wochen. Ferner kénnen verschie-
dene biotische oder abiotische Prozesse dazu fiihren, dass Stoffprechdeé
wieder in die Muttersubstanzen umgewandelt werden. Dies triffteisondere fir die
Rickreaktion von RtAcetyl-SMZ nach Sulfamethazin zu ERGER etal. 1986;
LANGHAMMER et al. 1988). Erste Abbauversuche zu TylosimKIEE et al. 2000)
deuten darauf hin, dass die Halbwertzeit dieses Wirkstoffes i @Giiter zwei Tagen
liegt.

Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass Tetracyclin und ShHameatach
bestimmungsgemaler Anwendung in der Gille in signifikanten Konzentrationen v
bis zu 66 mg/L (WNCKLER und GRAFE 2001) und 40 mg/L vorhanden sind
(LANGHAMMER etal. 1988). HMMSCHER etal. (2004) gaben kurzlich eine
Literaturiibersicht Uber die bislang maximalen KonzentrationeschiExdener in Gille
nachgewiesener Antibiotika und Metabolite (siehe Tab. 1-4).



8 Einleitung

Tab. 1-4:  Maximale Konzentrationen verschiedener Ant  ibiotika, die bislang in Gulle
(Schwein/Rind) nachgewiesen wurden (modifiziert nach HAMSCHER et al. 2004)

Anzahl Anzahl max. Konz.
Substanz (-klasse) Referenz

[0 [n=pos]  [mg/kg]

Tetracycline

- Oxytetracyclin 1 1 19 DE LIGUORO etal. (2003)
- Tetracyclin 181 44 66 WINCKLER und Grafe (2001)
- Chlortetracyclin 7 4 2,7 HOPER etal. (2002)
Sulfonamide

- Sulfamethazin ? ? 40 LANGHAMMER et al. (1989)
- N*-Acetyl-Sulfamethazin 6 6 2,6 HALLER etal. (2002)

- Sulfadiazin 7 5 11 HAMSCHER et al. (2004)

- N*-Acetyl-Sulfadiazin 4 2 0,27 PFEIFER etal. (2002)

- Sulfathiazol 6 4 12,4 HALLER etal. (2002)
Andere

- Salinomycin 4 1 0,01 SCHLUSENER et al. (2003a)
- Tiamulin 4 1 0,04 SCHLUSENER et al. (2003a)
- Trimethoprim 6 1 <0,1 HALLER etal. (2002)

Dieser Uberblick verdeutlicht, dass die GréRenordnung der Antibiotikagehal
Gulle offensichtlich substanzabhangig ist. Verschiedene Studigerze dass die
Stabilitat der Antibiotika und Metaboliten in der Gille substatierarten- und tempe-
raturabhangig sind ANGHAMMER et al. 1988; KWHNE et al. 2000; IOKE et al.
2000; WINCKLER und GRAFE 2000; 2001). Des Weiteren kénnen verschiedene
biotische oder abiotische Abbauprozesse wiederum dazu fuhren, ddsseStsél-
produkte wieder in die Muttersubstanzen umgewandelt werder @&R et al. 1986;
LANGHAMMER et al. 1988).

Es liegen bislang nur wenige Studien zum Vorkommen von Antibiotika fin de
Guille vor. Diese zeigen jedoch, dass sowohl Tetracycline alsSultdnamide nach
bestimmungsgemaler Anwendung Ruckstandskonzentrationen im mg/kg-Bereich in
der Gulle hinterlassen kénnen. Tylosin, Salinomycin und Tiamulin wurden velteinz
im pg/kg-Bereich nachgewiesen. Diese Vorkommen verdeutlichen, daissofNe
und teilweise ihre Metaboliten, in bedeutenden Mengen ausgeschieddsnwad
entweder direkt Uber die Exkremente oder durch die gebréauchliche BeaxGulle-
dingung in den Boden verfrachtet werden kdnnen.

1.3.2 Antibiotika in Boden

Arzneistoffe mit einer gewissen Stabilitat in Gulle kénnen duliehgéngige Praxis
der Gulleausbringung auf landwirtschaftliche Nutzflachen in die Bggéangen und
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dort moglicherweise persistieren. Dies wurde im Rahmen eine@pd€ation des
Niederséachsischen Landesamtes flr Bodenforsctibig) und derStiftung Tierarzt-
liche Hochschule Hannoveerstmals am Beispiel der Tetracycline nachgewiesen
(HAMSCHER et al. 2000, 2002). Es wurde gezeigt, dass uber die Gulle in den Acker-
boden eingetragene Tetracycline im Bereich des Pflughorizontes légstgeerden
und trotz maximaler Tetracyclinkonzentrationen von bis zu 300 pg/kg Bodan kei
Ubergang dieser Substanzklasse in tiefere Bodenschichten efelgts(CHER et al.
2002). Obwohl in den letzten Jahren die Exposition von landwirtschaftlichen Nutz
flachen mit Antibiotika erkannt wurde, herrscht immer noch ein Maageberlass-
lichen Studien in denen Umweltkonzentrationen gemessen wurden. DadnlAsher
Nachweise in diesem Umweltkompartiment sind daher gering (s&hel¥5), welche

in der Regel auf Einzelbefunden beruhen. Dieser Mangel verdeutlictgrdeblichen
Forschungsbedarf in diesem Sektor.

Tab. 1-5: Maximale Konzentrationen verschiedener Ant  ibiotika, die bislang in landwirt-
schattlich genutzten giillegediingten Béden nachgewies en wurden
(modifiziet nachH AMSCHER et al. 2004)

Anzahl Anzahl max.

Substanz (-klasse) [n] [n = pos.] Konz. Referenz
[mg/kg]

Tetracycline
- Oxytetracyclin 1 1 <0,01 DE LIGUORO et al. (2003)
- Tetracyclin 60 36 0,31 HAMSCHER et al. (2002)
- Chlortetracyclin 14 11 0,03 HAMSCHER et al. (2000)
Sulfonamide
- Sulfamethazin 14 4 0,011 HOPER etal. (2002)
Andere
- Salinomycin 1 1 <0,0016 SCHLUSENER et al. (2003b)
- Tiamulin 1 1 0,0007 SCHLUSENER et al. (2003b)
1.3.3 Antibiotika in Oberflachen- und Grundwasser

Die Wahrscheinlichkeit eines Eintrages von Antibiotika und Metalmoléas dem
landwirtschaftlichen Umfeld in den Wasserpfad hangt in ersterelLuon den
Stoffeigenschaften ab. Die Mobilitat ist abhangig von der WasseHksit, dem
Ladungszustand und den Matrix-Wechselwirkungen wie Komplexbildung, lonen-Aus-
tauschreaktionen und Wasserstoffbrickenbildung. Wahrend Humanarzneirbétel

die Klaranlagenabflisse direkt in den Wasserpfad transporgedienw, missen fur den
Transport von Antibiotika aus Boden und Gille weitaus gréf3ere Barrieren Uberwunden
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werden. Aufgrund des erh6hten Forschungseinsatzes in den vergangen Jahren, wurden
vor allem in Oberflachengewdassern in landwirtschaftlichem Whifélfig Antibiotika
nachgewiesen (INDSEY etal. 2001; KOLPIN et al. 2002; ¥NG und CARLSON

2003; YANG et al. 2004). Eine Grundwasserkontamination wurde nur in Einzelfallen

fur das Sulfonamid Sulfamethazin nachgewieserrR@tH et al. 1999) und konnte
bislang auch bei hochexponierten Ackerflachen mit Tetracyclin nichhetrkeerden
(HAMSCHER et al. 2002). Eine Ubersicht der maximalen Konzentrationen in der
aguatischen Umwelt gibt Tab. 1-6, wobei hier eine eindeutige Diffemrem
zwischen Antibiotika aus human- und veterinarmedizinischer Anwendung, bei
Wirkstoffen die in beiden Disziplinen verwendet werden, kaum durchfuhrbar ist.

Tab. 1-6: Maximale Konzentrationen verschiedener Ant  ibiotika, aus wahrscheinlich
veterindrmedizinischer Anwendung, die bislang in der aguatischen Umwelt
nachgewiesen wurden

Substanz Anzahl Anzahl max. Konz.

(-Klasse) [n] [n = pos.] /L] Matrix Referenz
Tetracycline

- Oxytetracyclin 138 6 1,34 oGW LINDSEY etal. (1999)
- Tetracyclin 138 6 0,11 OGW LINDSEY et al. (1999)
- Chlortetracyclin 138 6 0,15 oGW LINDSEY etal. (1999)
Sulfonamide

- Sulfamethazin 52 2 0,16 GW HIRSCH etal. (1999)
- Sulfamethazin 138 6* 0,22 oGW LINDSEY etal. (1999)
- Sulfamethoxazol 6 1 0,22 GW LINDSEY etal. (1999)
- Sulfamethoxazol 138 6* 1,02 OGW LINDSEY et al. (1999)
- Sulfadimethoxin 138 6* 15 oGW LINDSEY etal. (1999)
- Sulfathiazol 138 6* 0,08 OGW LINDSEY et al. (1999)
- Sulfachloropyridazin 5 1 0,13 OGW YANG und CARLSON (2003)
- Trimethoprim 104 13 0,71 oGW KoLpPIN etal. (2002)
Makrolide

- Tylosin 16 ? 0,28 OGW YANG und CARLSON (2004)
- Erythromycin-H ,O 104 22 1,7 oGW KoLpPIN etal. (2002)
Andere

- Lincomycin 104 20 0,73 oGW KoLPIN etal. (2002)
- Ciprofloxazin 104 22 1,7 oGW KoLpPIN etal. (2002)
- Norfloxazin 115 1 0,12 oGW KoLpPIN etal. (2002)

"n= pos bezieht sich hier auf die Summe aus OTC, TC und CTC
fn= pos bezieht sich hier auf die Summe aus SDM, SMZ, SMX und STZ
Abk.: OGW, Oberflachengewasser; GW, Grundwasser

Diese Ubersicht verdeutlicht, dass Antibiotika aus veterindizimescher
Anwendung im unteren pg/L-Bereich in der aquatischen Umwelt auftigienen.
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Die deutlich héhere Nachweisinzidenz in Oberflachengewassern akugatf hin,

dass ein horizontaler oberirdischer Transfer, der so genariRua-Qff, von
Antibiotika aus dem landwirtschaftlichen Umfeld wahrscheinlichieals ein Eintrag

in das Grundwasser durch Auswaschen der Boden. Da Verlagerungsprozesse im Boden
sehr langwierig sein kdnnen, kann anhand der seither bekannten ausgedehnten
Screeningstudien (HkscH et al. 1999; KOLPIN et al. 2002, LNDSEY et al. 2002;

YANG etal. 2004) und rdumlich begrenzten Kurzzeitstudiere YR et al. 2000;

ZHU etal. 2001; HAMSCHER etal. 2002) das Umweltverhalten verschiedener
Substanzklassen nur bedingt beobachtet werden.

1.4 Rechtliche Aspekte und Bewertungskonzepte

Aufgrund eines Berichtes de®8und-Landerausschusses Chemikaliensicherheit
(BLAC 1998) zu ,Auswirkungen der Anwendung von Clofibrinsaure und anderer
Arzneimittel auf die Umwelt und Trinkwasserversorgung*“ hat didsdweltminister-
konferenz(UMK) 1998 denBLAC beauftragt, ein Konzept fir ein bundesweites
Untersuchungsprogramm auf Arzneistoffe in Wasser, Boden und den mafgeblichen
Eintragspfaden zu entwickeln. Ein entsprechender \VorschlagBdé<C fir ein
Untersuchungsprogramm wurde von der BBIK im Oktober 1999 akzeptiert
(BLAC 1999).

Der BLAC wurde beauftragt, ein einjahriges Untersuchungsprogramm durch-
zufihren. Damit soll ,das Auftreten von Arzneistoffen aus der Verwenduamy
Human- und Tierarzneimitteln sowie pharmakologisch wirksamen rEusigtz-
stoffen” ermittelt werden. Da®mweltbundesamfUBA) wurde seitens des Bundes-
Umweltministeriums beauftragt, Daten tber den Verbrauch von Wirkstaff Tier-
arzneimitteln und pharmakologisch wirksamen Futtermittelzusatestaifi erheben.
Hierbei werden die Umweltmedien Wasser und Boden bericksichtidirev fur
den Wasserpfad vorwiegend Humanarzneimittel eine Rolle spiehehfisiden Stoff-
eintrag in die Béden neben den Humanpharmaka (via Klarschlamm)tén kensie
Wirkstoffe aus Tierarzneimitteln und Futtermittelzusatzstofi®m Interesse. Das
Messprogramm wurde von September 2000 bis August 2001 durchgefihrt und in
einem Bericht 2003 veréffentlicht (BLAC 2003).

Fur eine Abschitzung der potenziellen Okotoxizitat von Tierarznelmitkstoffe
in der Umwelt kann die Leitlinie EMEA/CVMP/055/96-final deurgpéaischen Arz-
neimittelagentur European Agency for the Evaluation of Medicinal ProdueidEA)
herangezogen werden (EMEA 1997). Darin ist ein Verfahren zur Abscitites
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Umweltrisikos von neu zuzulassenden veterindrmedizinisch wirks&@ubstanzen
festgelegt.

Das Verfahren ist in zwei Phasen gegliedert. In Phase | geptift, ob eine
Substanz potenziell schadlich fur die Umwelt ist. Wird siepatenziell dkotoxisch
eingestuft, sind in Phase Il verschiedene 6kotoxikologische Tests durchpufDiee
Kriterien fir den Ubergang von Phase | zu Phase |l sind in den Empdenl des
VICH (International Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Veterinary Medicinal Produktzur Implementierung dédEMEA:-Leit-
linie modifiziert worden. Danach werden veterinarmedizinische Preduké. dann
als potenziell 6kotoxisch angesehen, wenn im Boden die in eiMerstCaseSze-
nario geschatzte Konzentration (PE&Zedicted environmental concentratjoainen
Wert von 100 pg/kg uberschreitet (VICH 2000; bis 2001: 10 pg/kg, EMEA 1997).

Trifft diese Anforderung zu, tritt die Stoffprifung in die Phase Uf&A ein. Hier
sind unter anderem folgende Parameter zu erfassen und zu bewertamrafdsbin
drei Boden, akute Regenwurmtoxizitat, Phytotoxizitat; Adsorptionskeaitizan die
organische Substanz des BodengAKert) in drei Boden, akute Daphnientoxizitat.

ZielgréRen sind neben einer Abschatzung akut toxischer Effekte aarfizEfl
Regenwurm und Mikroorganismen auch die potenzielle Verlagerbank@itind- und
Oberflachengewasser sowie die Persistenz im Boden und damPRateszial im
Boden zu akkumulieren. Ergeben sich aus Phase Il Stufe A Hinwdistnaarhdhtes
Umweltrisiko, so sind in Stufe B weitere Labor- und Felduntersuchuzge 6ko-
toxikologischen Bewertung der Substanz durchzufiihren.

Viele der potenziell umweltrelevanten Wirkstoffe sind jedoch vol6lA8elassen
worden und daher haufig nicht oder nur unvollstéandig auf ihre Umwelteigeresthaft
untersucht worden. Insofern besteht fur die Tierarzneimittelherstelrzeit nur
Handlungsbedarf fir neu zuzulassende Wirkstoffe. Der grof3te Anterhderentan
eingesetzten Stoffe — einschliel3lich der Tetracycline — galfiérdings ausnahmslos
zu den ,Alt-Tierarzneimitteln® fir die bislang keine Prifung auf dasweltverhalten
vorgeschrieben ist.
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15 Eigenschaften verschiedener Antibiotika

15.1 Tetracycline

Tetracycline sind Breitbandantibiotika die v&treptomyceérten gebildet werden.
Das erste Tetracyclinantibiotikum, das Chlortetracyclin, wurde 1948Du0G GAR

aus dem Kulturfiltrat vorStreptomyces aureofaciersoliert. Tetracycline weisen ein
breites Wirkspektrum auf. Es umfasst den grof3ten Teil der gratiwpasiund
-negativen Bakterien dazu Mykobakterien, Mykoplasmen, Chlamydien, Rickettsien
sowie grol3e Viren. Tetracycline sind Inhibitoren der Proteinsgethend wirken
dadurch bakteriostatisch. Angriffspunkt ist dd@SUntereinheit des70SRibosoms,
wobei die Bindung von Aminoacyl-t-RNA an die ribosomale Akzeptorregion gethemm
wird (STAHLMANN undLoODE 2001c; KROKER et al. 2002).

Tetracycline leiten sich aus einem System (siehe Tab. 1-7, Gukidst) von
vier linear annellierten sechsgliedrigen Ringen, dem Naphthasigncharakteristi-
scher Anordnung der Doppelbindungen ab. Man unterscheidet die beiden chromopho-
ren Bereiche A und BCD, die durch da&-Kphlenstoffatom 12a getrennt werden. Die
Kohlenstoffatome 4, 4a, 5, 5a, 6 und 12a sind bei entsprechender Substgytien a
metrisch. Die therapeutisch genutzten Wirkstoffe unterscheidénnsic durch ihre
Substituenten an ¥ C% C’ und € (siehe Tab. 1-7). Die einzelnen Derivate zeigen
vergleichbare physiko-chemische Eigenschaften.

Oxytetracyclin (OTC), Tetracyclin (TC) und Chlortetracyclin (QT$Ind kristal-
line, gelb bis braun gefarbte, im UV-Licht gelb fluoreszierendbtdimpfindliche Ver-
bindungen mit amphoterem Charakter. In neutraler und saurer L6sung gieigene
charakteristische UV-Adsorption bei 270 und 320 nm. Im physiologischenepéleB
ist die Wasserloslichkeit der natirlichen Tetraycline nurngefca. 1 mg/mL), die
Hydrochloride dagegen sind meist sehr gut 16slich. Gut I6slich sind dexyeline in
Sauren, Basen, Alkoholen sowie polaren organischen Lésemitteln und le$sgots
mit organischen L&semitteln wis-Butanol oder Ethylacetat extrahieren EMCK
2001). Der amphotere Charakter der Tetracycline wird durch die sGuogpen und
dem basischen Dimethylamino-Rest bedingt. Insgesamt kbnnen dr@Vgrke (siehe
Tab. 1-7) gemessen werden; der isoelektrische Punkt liegt bei pH +TS (MER
1978, DURCKHEIMER 1975, XA et al. 2000).

Tetracycline sind relativ sdurestabil, nicht stabil imiBasen und bilden Katio-
nen- und Anionensalze. Die einzelnen Vertreter zeigen unter mile@imdingen eine
Reihe von Abbau- und Umwandlungsreaktionen (siehe Tab. 1-7, Unterstrukturen a—c).
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Tab. 1-7:

Struktureigenschaften der Tetracycline

Grundstruktur |

Unterstruktur a

R1

R2,

OH 0]

CH,
6 5
B O
11 12
OH

OH O
Substanz pK a1* pK ao* pKas* Struktur R1 R2 R3 R4 R5 R6
oTC 3,27 7,32 9,11 | H CH; OH OH N(CHs), H
4-Epi-OTC - | H CHs; OH OH N(CHs), H
a-Apo- - la H - — - N(CHg, H
oTC
BO'?(?O - la H - - = N(CHy), H
TC 3,30 7,68 9,69 | H CH; OH H N(CH,), H
4-Epi-TC - | H CHs; OH H H  N(CHa),
ATC - Ib H - - N(CHs), H
4-Epi-ATC - Ib H - - - H  N(CHa),
CTC 3,30 7,44 9,27 | Cl CH; OH H N(CHs), H
4-Epi-CTC - | Cl CH; OH H H  N(CHa),
1so-CTC - Ic c - - - H  N(CHa),

*nach MITSCHER 1978

Abk.: OTC, Oxytetracyclin; TC, Tetracyclin; ATC, Anhydrotetracyclin; CTC, Chlortetracyclin

Tetracycline epimerisieren leicht und reversibel zu ihrespeathenden 4-Epi-Verbin-
dungen bei pH-Werten zwischen 2 und 6. Tetracycline mit einer Hydroxygam@e

(z. B OTC, TC, CTC) spalten bei pH2 Wasser ab. Bei Tetracyclin, Chlortetracyclin
und deren Epimeren enstehen so Anhydro-Verbindungen. Oxytetracyclin bildet
dagegen kein stabiles Anhydro-Derivat und wird unter diesen Bedingungen
irreversibel zu den epimeren und p-Apo-Oxytetracyclinen degradiert. Im basischen
Milieu sind Tetracycline labil und isomerisieren zu Iso-Tetcdioen. Chlortetracyclin
bildet schon bei pH = 7,5 in der Warme Iso-ChlortetracycliniRRKHEIMER 1975,

OKA und PATTERSON 1995).
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Tetracycline bilden mit zwei- und mehrwertigen Kationen (z. B Qdg**, Fe'")
schwer l6sliche Komplexe; dies bewirkt eine Verminderung der deweResorbier-
barkeit (KROKER et al. 2002). Die Komplexbildung findet insbesondere nach einer
Tautomerisierung des Keto-Enol-Systems df+-C'? zum Phenol-Diketon statt (bei
pH 3-7,5). Wird bei steigendem pH-Wert die Dimethylaminogruppe deprotoroert, s
kann ein weiteres Kation von dieser Gruppe und der daztandigen 12a-Hydroxy-
gruppe gemeinsam gebunden werden. Bei Oxytetracyclin kann zusétzlich é&ah Che
zwischen der 5- und 12a-Hydroxygruppe gebildet werdeinROKHEIMER 1975).

Die einzelnen Tetracycline unterscheiden sich weniger in ihinddrdénsitat als in
ihren pharmakokinetischen Eigenschaften. Lediglich die Epimere zeigervermin-
derte antibiotische Wirksamkeit, wohingegen die Anhydro-, Apo- und Iso-Abbau-
produkte nicht mehr antibiotisch wirksam sindk@® und RATTERSON 1995).

15.2 Sulfonamide

Sulfonamide sind synthetisch hergestellte Antibiotika. Sie sind/&te des 4-Amino-
benzolsulfonamids und werden durch Substitution am AmidstickstofinNder Regel
durch N-haltige Heterocyclen) dargestellt. Der einfachsteréfer; das Sulfanilamid
wurde erstmals 1932 von DomagkdMAGK 1935) aus dem Azofarbstoffs Prontosil
generiert. Fir die antibiotische Wirksamkeit muss der primareinatidgkstoff N
erhalten bleiben bzw. sich leicht metabolisch in ein primaresArerfuhren lassen
(z. B. N-Acyl-Derivate). Die Strukturformeln der fur diese Arbetlevanten
Sulfonamide sind in Tab. 1-8 dargestellit.

Sulfonamide wirken bakteriostatisch, bei hohen Konzentrationen auch bakiterioz
Sie besitzen eine Breitbandwirksamkeit gegentber grampositiven aleh \gram-
negativen Bakterien, Chlamydien und einigen Protozoenarten (Kokzidiea)SAHl
fonamide hemmen die Vermehrung von Bakterien, indem sie als kompétitinge-
toren (Antimetabolit) der 4-Aminobenzoeséaure im Folsauremetamadisvirken. Die
unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften der Derivaterweurch die
verschiedenen Substituenten am Amid-Stickstoff und des damit verbundemen Bi
dungsvermogens an Plasmaproteine bestimmi& MANN und LODE 2001a). Die
Inaktivierung der Sulfonamide erfolgt hauptsachlich durch Acetylierung adeh
Glucuronidierung der Amino-Gruppe. Die Elimination erfolgt tberwiegend dlmer
Nieren, zum Teil auch Uber Faeces und Gallen. Zwischen alleon&8nifden besteht
komplette Kreuzresistenz §KOKER et al. 2002).
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Tab. 1-8:  Struktureigenschaften der Sulfonamide

Grundstruktur

I
H,N S—N—R
Il H

o

Substanz pK a1 pK a2 Struktur-R

N
sbz 2.0' 6.4° _ </ A
-
S
STZ 2,17 7,20 ’<\ ]
N

SMR 2,21 7,1* /« AN
—

N
CH,
N
SMz 28 7,45 4</ )
2,65* ’ —
N
CH,
SMPD 2,1" °r 4<_>70CH3
' 7,0F \ V,
N—N
SMX 1,8 5,7 h
N
o CH,
OCH,
=
OCH,

Thach LIN etal. 1997

¥nach VREE und HEKSTER 1987

*nach MERCK 2001

Abk.: SDZ, Sulfadiazin; STZ, Sulfathiazol; SMR, Sulfamerazin; SMZ, Sulfamethazin;
SMPD, Sulfamethoxypyridazin; SMX, Sulfamethoxazol; SDM, Sulfadimethoxin
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Sowohl das Verhalten der untersuchten Verbindungen in der Analytik alsheiuch
Verhalten in der Umwelt wird unter anderem bestimmt durch @ré3e und die
physiko-chemischen Gleichgewichtskonstanten pKd log Kow (log Kow = —0,1-1,7;
THIELE-BRUHN 2003a). Es liegen zwei Dissoziationsgleichgewichte vag: ist
dabei die Dissoziationskonstante fur das Gleichgewicht zwischeonpder Amino-
N*-Gruppe und dem Sulfonamid als der neutralen konjugierten Base andieK
Dissoziationskonstante fiir das Gleichgewicht zwischen depro®miarnino-N-
Gruppe und dem Sulfonamid als der neutralen konjugierten Saure. Aufgrund des
amphoteren Charakters ist die Loslichkeit in wassriger Losung plt-abhbéngig.
Das Ldoslichkeitsminimum liegt in etwa bei pH 3-5. Literatuedatiir die pk-Werte
sind in Tab. 1-8 aufgeflhrt.

1.5.3 Tylosin

Tylosin (TYL) gehort zur Klasse der Makrolid-Anitbiotika. Strukherkmale dieser
Substanzklasse sind ein 12-, 14-, 16- oder 17-gliedriger macrocyclisekinring

und ein bis drei Neutral- und Aminozucker, die mit dem Aglykon und untereinande
glykosidisch verknupft sind. Aufgrund der Aminozucker-Reste haben diese
Verbindungen basischen Charakteo(kl E 1995).

Tylosin ist den 16-gliedrigen Makroliden zuzuordnen und setzt sich aus den vie
Verbindungen Tylosin, Desmycosin, Macrosin und Relomycin (auch Tylosin A, B, C
oder D) zusammen. Die Hauptkomponente Tylosin macht dabei etwa 80 % aus
(HoRI1E 1995); die Struktur ist in Abb. 1-2 dargestellt.

Me
HO

OMe

Abb. 1-2:  Strukturformel von Tylosin
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Tylosin zeigt eine spezifische UV-Absorption bei 282 nm und ist in vgg@ssr
Lésungen von pH 5,5-7,5 stabil. Bei pH < 4 entsteht unter Abspaltung des Mycarosyl-
Restes Desmycosin. Tylosin ist wasserloslich und liegt aufgrundkdesop 7,73 der
Aminogruppe, im Neutralen Gberwiegend als protoniertes, positiv gelatioiekil
vor. Tylosin in der kationischen Form vermag mit negativ geladenenxidledtand-
teilen wie z. B. Aminosauren oder Proteinen, wechselwirken.

Wie alle Makrolide wirkt Tylosin in erster Linie bakteriassch. Es bindet an die
ribosomale 50SUntereinheit und hemmt dadurch die Proteinbiosynthese von
Bakterien. Makrolid-Antibiotika sind wirksam gegen grampositive Ba&iergegen
gramnegative anaerobe Keime und gegen zellwandlose Bakterien wie Mykepla
Wie alle Makrolid-Antibiotika, kann auch Tylosin von Stammen $treptomycesnd
Micromonosporaisoliert werden ($SAHLMANN und LODE 2001d). Tylosin fand
eine breite Anwendung als Futterungsarzneimittel zur Wachshuesting und wird
auch zu therapeutischen Zwecken verabreicht. Seit 1999 darf eselEUaut
Verordnung (EG) Nr. 2788/98 als antibiotischer Leistungsforderer nictir me
verwendet werden (EG 1998).

154 Chloramphenicol

Chloramphenicol (CAP) gehort zur Gruppe der Fenicole und leitet smmh v
Phenylethylamin ab. Das 1947 durch Ehrlic@1cH et al. 1947) und unabhéngig
von ihm durch Gottlieb (6TTLIEB etal. 1948) in Streptomycedlahrbdden
entdeckte Chloramphenicol, enthalt die in Naturstoffen seltenéno-Nund
Dichlormethyl-Gruppierungen (siehe Abb. 1-3). Nachdem es zunachst aus Kulturen
von Streptomyces venezuelgewonnen wurde, konnte es spater als erstes Breitband-
Antibiotikum synthetisch hergestelPérk-Davis Companywerden.

OH Cl

H
N
: cl

0]
O,N HO/

Abb. 1-3:  Strukturformel von Chloramphenicol
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Chloramphenicol wirkt in erster Linie bakteriostatisch und in hoheseb auch
bakterizid. Es bindet an die ribosoma®SUntereinheit und inhibiert so die
Proteinbiosynthese von Bakterien. Es besitzt eine breite Wikesangegen
grampositive und gramnegative Kokken und Bakterien (inklusive anaBekberien),
Rickettsien, Mykoplasmen und ChlamydienTfSiLMANN und LoDE 2001b).
Chloramphenicol wurde wegen seiner hervorragenden antibakteriellen untagbar
kinetischen Eigenschaften in der Tierproduktion haufig eingeseb@ER et al.
2002). Seit 1994 ist der Einsatz als Tierarzneimittel flr Lebdtedriefernde Tiere in
der europdischen Union verboten und gemaf der Ratsverordnung 2377/90 (EWG),
Anhang IV gilt im Prinzip eine Null-Toleranz (EG 1990). Die thematische Ein-
nahme von Chloramphenicol fihrt mit einer sehr geringen Inzidenzeatelisiblen
und tddlichen Knochenmarksaplasien. Das Auslésen der aplastischen Avgimie
Menschen ist dosisunabhangig. Genotoxizitatstests und Toxizitatsstitmeenf bei
der Beurteilung von Chloramphenicol dazu, dass kein ADI-Wartgptable daily
intakg festgelegt werden konnte (JEFCA 1994) und folglich die Aufnahme in
Anhang IV gemal Artikel 5 der VO 2377/90 (EWG) erfolgte (EG 1990, EMEA
1996).

1.6 Analytik von Antibiotika in Umweltmatrices

Die Analytik von Spurenstoffen in Umweltproben setzt sich aus Probenahme
Extraktion und Anreicherung, chromatographische Trennung und Detektion
zusammen. FUr jeden dieser Schritte gibt es dabei verschibtitheden aus denen
eine Auswahl getroffen werden muss. Diese hangt sowohl von den Eigéesdtef
Zielanalyten als auch von der Probenbeschaffenheit ab.

Antibiotika stellen eine heterogene Gruppe von komplexen Molekilen mit
verschiedenen funktionellen Gruppen dar. Die fur Antibiotika typischerelitdr-
gewichte reichen von 250-1000 g/mol. In den verschiedenen Umweltmatrges lie
die meist polaren Stoffe als Kationen, Anionen und zwitterionisam®iviungen,
seltener als Neutralverbindungen vor. Ihr Dissoziationsgrad ist abh&ngiglemon
pH-Wert des Mediums und beeinflusst auch die Gleichgewichtslagieib®erteilung
in zweierlei Medien. Die meisten Substanzen reagieren seasftBasen (z. B. Tetra-
cycline, Makrolide) und starke Sauren (Tetracycline). Substanzerespielsweise
die Tetracycline sind starke Komplexbildner oder haben eine hohe Biradfimiggst
zu Proteinen bzw. Silanolgruppen. Des Weiteren tendieren mancheofikéibwie die
Sulfonamide zur Photodegradation.



20 Einleitung

Bisher sind nur wenige leistungsfahige Analysenmethoden fur Antibiotika i
verschiedenen Umweltmatrices beschrieben worden. Der Kenntnis&ianden
Nachweis von Antibiotika in Lebensmitteln ist dabei ungleich groGerade die
eingesetzten Verfahren zur Probenaufarbeitung (z. B. SPE, LLEAfskANItt 1.6.1)
von Umweltproben leiten sich vor allem aus der LebensmittelanaitikZur Identi-
fizierung und Quantifizierung dagegen kommen hier die in der Spurgtiknal
gangigen \erfahren der HPLC-MS und HPLC-MS/MS zur Anwendung. Als
Bestatigungsverfahren sind diese den weniger spezifischen und senkigtteoden
der HPLC-UV/-Fluoreszenz vorzuziehen. Als Screeningmethoden kdnnen auch hi
die gangigen mikrobiologischen Methoden (z. B. Hemmstofftest) eingesetzt werden.

Die Kopplung von HPLC und mikrobiologischer Assay (MA) stellt eine besonders
selektives Verfahren dar und ist zur Identifizierung von aktiven Matahol
unerlasslich (8zesNy et al. 2003).

16.1 Probenvorbereitung: Extraktion und Anreicheru ng

Gegenwartig gelten in der Umweltanalytik modernste HPLC-MS undMSE
Verfahren als etabliert. Diese werden immer seltenerdeit klassischen Proben-
vorbereitungsverfahren wie Flissig/Flussig-Extraktilbou{d-liquid extraction LLE)

oder Soxhlet-Extraktion kombiniert. Im analytischen Prozess nimmg¢ di
Probenvorbereitung eine wichtige Stellung ein. Daher wird in der noch junigen D
ziplin der Umweltanalytik von Pharmakarickstanden, heute verstarkt tber di
Anwendung von moderner Extraktions- und Anreicherungsverfahren wie die
Festphasenextraktiosdlid-phase extractignSPE) flur wassrige Proben oder die PLE
(pressurized liquid extractignfir Feststoffe berichtet. Die SPMEso{id-phase
microextraktion zeichnet sich durch ihre breite Anwendbarkeit fir gasférmige,
flissige und feste Proben ausdKsTER2003).

Aufgrund der physiko-chemischen Eigenschaften bereiten die Tetracyliéne
grofdten Probleme bei der Probenvorbereitung. Tetracycline degradiereH < 2,
binden an Proteine in biologischen Matricesu@®GAR 1948), chelatisieren mit
mehrwertigen Metallionen und adsorbieren irreversibel an fréea@@gruppen (&A
und FATTERSON 1995). Zur Extraktion werden demnach schwach saure Puffer meist
in Kombination mit organischen Ldsemitteln (Methanol, Ethylacetaesetzt. Eine
Komplexbildung kann durch Agenzien wie Oxalsdure, EDTA oder auch Citrat, das
selbst mit Tetracyclinen schwache Komplexe bildet, unterbunden mverdeder
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Lebensmittelanalytik wird héaufig ein 0,1 M-EDTA-Mcllvaine-PuffgpH 4,0)
verwandt (kA et al. 2000).

Der kritische Punkt bei der Entwicklung von rickstandsanalytischen Mettiode
die gleichermal3en selektive Extraktion von mehreren Sulfonamiden &niroterer
Charakter. Die pkWerte einzelner Sulfonamide umspannen einen relativ grof3en
Bereich von pK;=1,8-2,3 und pk=5,7-7,4 (siehe Tab. 1-8). Die L&slichkeit in
wassrigen und organischen Lésemittel ist vom Ladungszustand abhangigb desha
kénnen Multimethoden nie fur alle Verbindungen optimiert werden.

Zur Extraktion von Antibiotika aus wassrigen Matrices ist die SREpder ohne
vorherige Filtration (0,45 pum), die Methode der Wahl. An Sorbentien steftbreite
Palette zur Auswahl (FfURMAN und MiLLs 1998): Sie reicht von modifizierten
Kieselgelen (z. B. C18) zur Adsorption unpolarerer Verbindungen, tber Polauiere
der Basis von Poly-Styrol-Divinylbenzol zur Extraktion nichtionischer arzol
Analyten, bis zu lonentauscherharzen zur Extraktion ionischer Subst@®wgmere
Materialien weisen im Allgemeinen hohere Kapazitdten als fmmiie Kieselgele
auf. Fur die Sulfonamide und Makrolide kénnen hier uneingeschrankt dieiriRiP-
Polymerphasen eingesetzt werden. Besonders effektiv ist die Hkotrakbn
Sulfonamiden  mittels  kationischer = Gemischt-Phasen (Polymerphasen m
Kationenaustauscherfunktion). Da Tetracycline irreversibel an Sjampgen binden,
konnen modifizierte Kieselgelphasen nur nach Konditionierung mit E&d&x Sily-
lierungsagenzien effektiv verwendet werden K@© und RTTERSON 1995;
LINDSEY etal. 2001). Aus dem gleichen Grund ist daher von der Verwendung von
Glas als Kartuschen-Material bei der Tetracyclinanalybikusaten. Die Gefahr der
Adsorption von Tetracyclinen an Glasflachen kann durch Sintern derfl&chen
verringert werden (BHME 1998). Da der Ladungszustand der Analyten die Wechsel-
wirkung mit dem Sorbensmaterial beeinflusst, muss fir eine effelxtraktion der
optimale pH-Wert mittels wassriger Puffer eingestellten werden.

Fur komplexere Matrices wie Boden und Gille ist die Probenvorbereiteis)
aufwendiger. Die gangigsten Extraktionsverfahren sind dabei die LRE (HR et al.
2002; HAMSCHER etal. 2002; PEIFER etal. 2002; [ LIGUORO etal. 2003;
KAy etal. 2004) und die PLE @.ET etal. 2002; 8HLUSENER et al. 2003b;
JACOBSEN et al. 2004). Zur Extraktion der Antibiotikarlickstande werden wigderu
vor allem schwach saure Puffer wie EDTA-Mcllvaine-PufferagK et al. 2004),
Mcllvaine-Puffer (O LIGUORO et al. 2003; PEIFER et al. 2002) oder Citratpuffer
(HAMSCHER et al. 2002; AcoBSEN et al. 2004) in Kombination mit organischen
Losemitteln wie Methanol (B LIGUORO et al. 2003; Kay et al. 2004) oder Ethyl-
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acetat (FALLER etal. 2002; AMSCHER etal. 2002; RPEIFER etal. 2002)
eingesetzt. Die Auswahl des richtigen Extraktionsmittels erfolgtist anhand
empirischer Versuche. So sind z. B. Tetracycline in Methanol oden ®MSO
weitaus besser l6slich AAVATORE und KaTz 1993), mit Ethylacetat kann jedoch
bei komplexen Matrices oft eine gro3ere Extraktreinheit erreietlen, da weitaus
weniger geladene Matrixbestandteile mit extrahiert werden.

Bei den beschriebenen methanolischen Extraktionen schliel3t sichnogiseine
Aufreinigung Uber SPE an. Bei den eingesetzten Sorbensmaterialen welaten
unspezifische (unpolare) Polymerphasen fir die Multiklassenanalygik spezifische
fur die Einzelklassenanalytik angewendet (z. B. Metall-Chelatidts-Chroma-
tographie fur Tetracycline [P LiIGuoRrRO etal. 2003], Diol-SPE fir Makrolide
[SCHLUSENER et al. 2003b]; Aminopropyl-SPE fir SulfonamideFfPFER et al.
2002]). Durch Kombination von Anionenaustauscherharzen (SAX) mit Polymerphasen
kénnen insbesondere saure Matrixbestandteile (v. a. Huminstoffktigegéntfernt
werden (ACOBSEN et al. 2004; Kay et al. 2004).

1.6.2 Chromatographische Methoden

Fur nicht flichtige, mittelpolare bis polare und mittel- bis hochmoéelkeul
Verbindungen ist die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPUi@)
Methode der Wahl zur selektiven Trennung von Multiklassen-Antibiotikanigisten
Veroffentlichungen beschéaftigen sich mit der Rickstandsanalytik der Rkerm
Lebensmitteln und sind zum Teil in Ubersichtsartikeln zusammessgjef@ A und
PATTERSON 1995; SSHENCK und CALLERY 1998; OxA et al. 2000). Die HPLC

ist mit einer Vielzahl von Detektoren (UV, UV/VIS, DAD, FLD, 3) koppelbar,
wobei heute zunehmend die massenspektrometrische Detektion angeweddBewi

den Trennmaterialen kann aus einer breiten Palette der garigeemsed-Phase
Materialien (C4—C18 u. a.) gewdahlt werden. Saulenmaterialien undendiamen
missen den Anforderungen des analytischen Problems und des Detektorssingepa
werden. Variabel sind neben dem Material der Durchmesser (1-4,6uminyie
Lange der Saule (50-250 mm) sowie die Korngrof3e (3—10 um). Die von den-Saulen
dimensionen abhéngigen Flussraten liegen bei 0,1-2 mL/min. Im Bereithmehezlt-
analytik steht die parallele Bestimmung von vielen Verbindungen im kgmaed. Die
hierfir erforderlichen guten Trennleistungen gehen im Allgemeina@heei mit
langeren Analysenzeiten.
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1.6.3 Massenspektrometrische Detektion

In der RuUckstandsanalytik bringt die Kopplung der HPLC mit der Massen-
spektrometrie oder der Tandemmassenspektrometrie enorme \ortgleina der
groBen Empfindlichkeit dieser Methoden und Selektivitat mit der Moglithkei
Strukturabsicherung.

Die Mehrzahl der zur Analyse von Antibiotikartickstanden eingesetzte@CHFS
(KoLpPIN etal. 2002; ¥NG und CARLSON 2003) und HPLC-MS/MS (HRscH
etal. 1998; Ziu et al. 2001; MMSCHER et al. 2002) Methoden nutzt dabei Quadru-
pol- (LINDSEY etal. 2001) oder Tripel-Quadrupol-AnalysatorenikHCH et al.
1998; FEIFER etal. 2002; SHLUSENER etal. 2003b) sowie lonenfallen-
Analysatoren (ZuU etal. 2001; AMSCHER et al. 2002; ¥XNG et al. 2004). In der
Empfindlichkeit sind Quadrupol-Massenspektrometer den lonenfallenrSsistaber-
legen (THERMO QUEST 2000) und werden daher oft bevorzugt eingesetzt. Die
lonenfallentechnik bietet dagegen die Mdglichkeit zu "MESperimenten, zur
Aufzeichnung vorfull-ScanMS/MS-Spektren und ist zudem weitaus kostengunstiger
in der Anschaffung. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten unlangst, dassaliemenf
HPLC-MS oder -MS/MS ebenso zur quantitativen Spurenanalytik eirgesetden
kann, wie die Tripel-Quadrupol-Analysatoren.

Entscheidend fur den routinemaRigen Einsatz der HPLC-MS-Kopplung war die
Entwicklung von lonenquellen, die bei Atmospharendruakmspheric pressure
lonization API) arbeiten und daher als sanfte lonisierungstechniken geltebeDien
etablierten API-Interfacetechniken sind die Elektrosprayionisier(elgctrospray
ionization ESI) und die chemische lonisierung bei Atmospharendratkaspheric
pressure chemical ionizatipiPCI). Neuerdings ist eine dritte sanfte lonisierungs-
technik die Photoionisierung bei Atmosphéarendruakmpspheric pressure photo-
ionization APPI) auf dem Markt, die wie die APCI eher fur nichtionischer-V
bindungen geeignet ist ®UHA et al. 2001; KkurPPILA et al. 2002). Als Faustregel
gilt, Analyten die in Losung ionisch vorliegen werden, am besten niian&&ysiert,
wéhrend nicht ionische Analyten eher fir APCI geeignet sirgle(RTsmA 2003).

Bei den API-Interfacetechniken erfolgen die Kopplung der HPLC mit M&ssen-
spektrometer sowie die lonisierung der Analyten auf3erhalb des Hochmbkreichs.

Das HPLC-Elutionsmittel wird vor dem Eintritt in das Spektranegrofitenteils
verdampft, wodurch Eingriffe in das Hochvakuum in Folge von Verschmutzungen des
Spektrometers weit gehend vermieden werden kdnnen.
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Die Kombination der Elektrospray-lonisierung mit der Massenspektr@met
wurde 1984 erstmals vOnAXIASHITA und FENN (1984) vollzogen, woftudohn
Fenn2002 mit dem Nobelpreis geehrt wurdes (fn 2003). Die weitere Entwicklung,
die Funktionsweise und den Stand der Technik fassen zahlreichacttsansikel zu-
sammen (ENN 1990; KEBARLE und TANG 1993; GASKELL 1997, BRUINS
1998). Im Elektrospray-Interface werden ionisierte Analyte in dvesentlichen
Schritten aus der Losung in die Gasphase uberfuhrt. Durch das Anlegen einer
Hochspannung (3-5 kV) an der Edelstahl-Probenkapillare wird ein starkessehes
Feld ausgebildet (als Gegenelektrode dient die beheizte Eingangskapiliaal
dadurch wird die elektrophoretische Ladungstrennung der lonen in der austretenden
Probenlésung bewirkt. Entsprechend des Vorzeichens der angelegten Spannung
reichern sich die gleichartig geladenen lonen an der OberflachHeraleeniésung an
und bilden einen so genanntemaylor-Konu$ aus (BRUINS 1998), wéahrend die
entgegengesetzt geladenen Ldosemittelionen durch elektrochemischaeddxatater
Metallkapillare entfernt werden. Im zweiten Schritt weradamn aus dessen Spitze
geladene Tropfchen emittiert sobald die Coulombkrafte gréRer sinddiels
Oberflachenspannung und es entsteht ein feines Spray. Dieser Vorgdathaliesich
so lange bis nach noch nicht eindeutig geklartem Mechanisthagyé-residue model
oderion-evaporation concepK EBARLE 2000) freie lonen gebildet werden, die dann
in das Massenspektrometer eintreten.

Da es sich bei der ESI-Technik nicht um eine ,aktive® lonisigrhandelt, missen
die Analyten bereits in Losung als lonen vorliegen. Die lonenausbeuderiielektro-
sprayionisierung wird entscheidend durch die Struktur des Analyte@Zudemmen-
setzung und Flussrate des FlieBmittels sowie die Konzentratioklgktrolyten bzw.
koeluierender Matrixbestandteilen beeinflusse@ARLE und TANG 1993).

Der Hauptmechanismus der APCI sind dagegen lonen-Molekil-Reaktionen
zwischen den Analyten und einem Reaktivgas in der Gasphase. Ausgetbstewi
Prozess durch Elektronentransfer von einer Glimmentladung auf d4blfpasler auf
leichter ionisierbare Lésungsmittel-Molekule. Die Flussraten kémidder sein als bei
ESI, auch hier ist sowohl positive als auch negative lonisierung moglich.

ESI und APCI liefern als so genannte weiche lonisierungstechnikeialieon
Quasimolekiilionen [M + H]und [M-H]™ sowie Lésemittel- und Metall-Addukt-
ionen. Wahrend bei der APCI-Technik nur einfach geladene Quasimolekil-dind A
duktionen gebildet werden kénnen, treten bei der ESI lonisierung auchactedef
ladene Zustande auf.
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Die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) erlaubt neben dernBeshg des
Molekulargewichtes zusatzlich eine gezielte strukturelle r&lttarisierung der
Analyten. MS/MS ermoglicht die Aufnahme von lonenchromatogrammenuydidex
Fragmentierung von nur einer ausgewahlten Masse resultieren. DastuM8/MS-
Detektion weitaus sensitiver und selektiver als die Deiekiim Full-Scan Modus
indem das lonenchromatogramm eines ganzen Massenbereichs aufgezeighnet w
Bei dem im Rahmen dieser Arbeit genutzten lonenfallenanalyddtonen ver-
schiedene Scan-Experimente genutzt wer&amgle-lonMS, SIM (selected ion moni-
toring), Full-Scan MS/MS, SRM 6elected reaction monitoripgund speziell M$






2 Problemstellung

In der Intensivtierhaltung werden Antibiotika in groRen Mengen zurapier Meta
und Prophylaxe von Krankheiten sowie vereinzelt als antibiotischerfugtgzstoffe
verabreicht (RAFE 1992). Auch in der Aquakultur ist der Einsatz von Pharmaka
(u. a. Antibiotika) von Relevanz (RvBKE etal. 1996). Viele dieser Wirkstoffe
werden nach Applikation meist vollstandig — metabolisiert oder unmetedrbl—
wieder ausgeschieden und gelangen so z. B. Uber die Giille in dieltUdur Ab-
schatzung des Umweltgefahrdungspotenzials sind weit reichende Erkenrithess
Vorkommen, Verteilung und Verhalten dieser pharmazeutischen Restgit{je

Motivation fur diese Arbeit sind erste Untersuchungen vemildCcHER et al., die
am Beispiel der Tetracycline zeigten, dass Antibiotika GbeiGdike in den Acker-
boden gelangen (KMScHER etal. 2000) und dort auch relativ bestandig sind
(HAMSCHER et al. 2002). Ein Ubergang dieser Substanzklasse in das Sicker- und
Grundwasser wurde dagegen nicht nachgewiesen. Als Methode dewwWdkeh ein-
fache, aber effektive Extraktionsverfahren in Kombination mit reid®LC-ESI-
MS/MS-Methode eingesetzt.

Diese Arbeit sollte nunmehr, unter Berticksichtigung folgender Gesichtgp ikt
bisherige Datenlage erweitern:

» Durch die Entwicklung von hochspezifischen Extraktionsverfahren in Ver-
bindung mit einem selektiven und sensitiven Nachweisverfahren (HPLC-ES
MS/MS) soll der Nachweis weiterer Substanzgruppen in verschiedene
Umweltmatrices ermdglicht werden.

» Unter Anwendung der neu entwickelten und bestehenden spurenanalytischen
Methoden sollen die Untersuchungen der Pilotstudien fortgefihrt und
intensiviert werden.

> Die neu entwickelten und bestehenden spurenanalytischen Methoden sollen
genutzt werden, um potenzielle Expositionsquellen und Verteilungspfade fur
Tierarzneimittel in der Umwelt zu untersuchen.

Zur Realisierung dieser Ziele muissen in einem ersten Sdaistungsfahige
Analysenverfahren zum Nachweis von Antibiotikarickstanden im Spuredbarei
verschiedenen Umweltmatrices entwickelt und validiert werdén.dén Nachweis
von Tetracyclinen und Tylosin in Sandboden, Gille sowie Sicker- und Grundwasse
beschrieb AMscHER (2002) eine HPLC-ESI-MS/MS-Methode. Es soll gezeigt
werden, dass mit den matrixabhéngigen Aufreiningungsverfahren auch Sulfonamide
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selektiv extrahiert und nach Anpassung der HPLC-ESI-MS/MS-Mettsaatsitiv
detektiert werden kénnen.

Fir die Matrix Boden soll dartber hinaus die Robustheit der entwinkiltgti-
methode uberpruft und Faktoren ermittelt werden, die die Leistungké&ihider
Methode mdglicherweise beeintrachtigen. In diesem Zusammenhangnsolinefas-
sende Validierung der analytischen Methoden zum Nachweis von Téinaayc
Sulfonamiden und Tylosin in verschiedenen Bodentypen durchgefuhrt werden, wobel
insbesondere der Einfluss einzelner Bodenparameter auf die Whiededisraten
untersucht werden soll.

Nach der Entwicklung der leistungsfahigen Analysenverfahren soll inmeine
zweiten Schritt der Eintrag von Arzneimitteln aus der Inteiggivaltung in die Um-
weltkompartimente Gille — Boden — Grundwasser durch intensive uernlsesd Feld-
untersuchungen erforscht werden. Die Feldstudien werden in Kooperatiademnit
Niedersachsischen Landesamt fur Bodenforsch{tiidB) auf Boden-Dauerbeobach-
tungs- und Screeningflachen aus dem Raum Weser-Ems durchgefuhrdiegiet
Studien ist es, bisherige Einzeluntersuchungen und -nachweise von Tiendtehe
rickstanden in der Umwelt auf eine breitere Basis zu stélamit sollen erstmalig
Daten uber eine Langzeitexposition erhoben und mdgliche Unterschiedehait&fe
von Tetracyclinen und Sulfonamiden erkannt werden.

Erganzend soll zusatzlich zur Intensivtierhaltung auch der Bereichgdekultur
betrachtet werden. In den letzten Jahren gewinnt die kommerzigtlezucht auch in
Deutschland zunehmend an Bedeutung. Auch dort kdnnen verabreichte Antiloiotika
Wasser und Sediment Ubergehen. Deshalb sollen in einer Screeningsqudie
kulturen in Niedersachsen auf die Belastung mit Antibiotikarickstandésrsucht
werden.

Als letzter Schritt sollen die vielfaltigen analytischen Mdgkieiten genutzt wer-
den, um neue Expositionsquellen fur Tierarzneimittel aufzudecken. Sbhréelsen
sich die auf diesem Sektor durchgefuhrten Studien auf die terrestusd aquatische
Umwelt. Gleichzeitig wird heute, neben den gasférmigen Luftschadst@fds. NQ,
SO, CO) der schwebfahige Feinstaub (< 5 pum) als gesundheitsschadigesdhamnge
(HARTUNG 1997). Bislang ist ein moglicher Beitrag von luftgetragenen Siabisn
zur Umweltexposition der Antibiotika nicht beschrieben worden. merePilotstudie
sollen deshalb Sedimentationsstdube aus einem Schweinenmealsthatd einer
Huhnerstallung auf Antibiotikartickstande mit HPLC-ESI-MS/MS untersuchdever
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3.1 Entwicklung einer analytischen Methode zur Best  immung
von Sulfonamiden in verschiedenen Umweltmatrices

HAMSCHER etal. (2002) beschrieben ein sensitives und selektives HPLC-ESI
MS/MS-Verfahren zur Bestimmung von Tetracyclinen und Tylosin (TWL)Gulle

(nicht anwendbar fur TYL), Sandboden und Sicker- und Grundwasser. BanAnw
dung derselben Probenvorbereitung und nach Anpassung des HPLC-Gradienten sowie
Modifikation der ESI-MS/MS-Methode sollte das beschriebeneatieeh auch auf die
Substanzgruppe der Sulfonamidantibiotika Gbertragen werden. Neben deub&-eit
tanzen Sulfadiazin (SDZ) und Sulfamethazin (SMZ) wurden weitedei Veterinar-
medizin relevante Einzelsubstanzen (STZ, SMR, SMPD, SDM) saviieSulfa-
methoxazol (SMX) ein vor allem in der Humanmedizin eingeset?tekstoff
ausgewabhilt.

3.1.1 Extraktionsverfahren

Fur die Extraktion von Sulfonamiden aus Giille- und Bodenproben war die Proben-
vorbereitung zur Analyse der Tetracycline (siehe Abschnitt 5.5.2.1) ohderdngen
anwendbar. Somit gelang es mit nur einem Aufarbeitungsverfalwven Substanz-
gruppen zu erfassen und der Analyse zugéanglich zu machen. Bei der Aufaytweinh
Sicker- und Grundwasserproben musste dagegen die Festphasen-ExtraRiE)n (S
leicht modifiziert werden (Methode (b) in Abschnitt 5.5.3.1), womit Analyse
beider Substanzgruppen je zwei Teilproben nétig waren. Als SPHEiMatamen
ebenfallsBakerbond SDB-Kartuschen zum Einsatz. In Analogie zur Tetracyclin-
analytik wurde die Vorschrift einschlie3lich des ersten Waschtzs tibernommen.
Zur vollstandigen Elution vor allem der unpolareren Sulfonamide, feligier ersten
Extraktion mit Methanol, eine zweite mit Acetonitril. Ein Vorémsschritt zur
Entfernung von Matrixinterferenzen war hier nicht nétig.

3.1.2 HPLC-ESI-MS/MS

Die Kombination von HPLC mit einfacher Gradiententrennung und tandemmass
spektrometrischer Detektion ermdglichte eine sensitive und seldkéstimmung der
Sulfonamide. In Ubereinstimmung mit der Tetracyclinmethode wurde dieCHP
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Abb. 3-1: Chromatogramme und Massenspektren bei der Analyse von sieben Sulfon-

amiden in einer methanolischen Standardldsung mit H PLC-ESI-MS/MS.

(A) Rekonstruierte lonenchromatogramme einer metha  nolischen Standard-

I6sung die absolut je 1 ng der Substanzen enthielt.
(B) Dazugehdrige MS/MS-Spektren dieser Substanzen.

Abk.: RT, retention time (Retentionszeit); SM, smoothing
NL, normalized level (Normalisierungsgrad).

(Glattung);

Trennsaule Waters Puresil C18 (150 x 4,6 mm, 5 um), FlieBmittel A/B, Fluss 1 mL/min,
Gradient 2, MS/MS-Modus auf m/z 251 (SDZ), m/z 256 (STZ), m/z 265 (SMR),
m/z 279 (SMZ), m/z 281 (SMPD), m/z 254 (SMX) und m/z 311 (SDM) (Methode 3).
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Tab. 3-1:  Grundkalibrierung der einzelnen Sulfonamid e Uber den Arbeitsbereich von
0,1-10 ng* nach Bestimmung mit HPLC-ESI-MS/MS#

Analyt a b r? Sy S Vi [%] VB,

Sbz 196452,50  2182070,29 0,9950 627648,73 0,29 8,73  +466313,61
STZ -118537,91  1100890,76  0,9936 35947390 0,33 9,94  +267072,27
SMR -329609,49  4915804,76  0,9988 667329,40 0,14 4,22  +495794,50
SMz -172058,73  10339456,20 0,9982 1728838,58 0,17 5,12  +1284446,12
SMPD  -269357,44  3588537,68 0,9976 71329851 0,20 6,02  +529947,38
SMX -88267,01 676872,01  0,9896 28214454 0,42 12,65 +209620,18
SDM -242211,91  7298668,47 0,9950 2100977,63 0,29 8,73  +1560928,00

# nach Methode 3, siehe Abschnitt 5.1.4.5

* Gesamtzahl der Kalibriermessungen n = 15

Abk.: a, Ordinatenabschnitt; b, Steigung der Geraden; S,,, Reststandardabweichung; r?, Bestimmt-
heitsmal3; Sy,, Verfahrensstandardabweichung; VB, = S, + t (f; P%); VB,, Vertrauensbereich des
Ordinatenabschnitts a; S,, Standardabweichung des Ordinatenabschnitts a; t, Quantile der t-Ver-
teilung als Funktion der Freiheitsgrade f = n — 2 und Signifikanzniveau P = 95 %)

Trennung an einer ,Puresil C18“-Saule mit demselben Fliel3mittetaysturchge-
fuhrt. Mit dem flacheren Gradienten kdnnen so bei einer Gradientendaud? min
sieben Sulfonamide Basislinien getrennt werden (siehe Abb. 3-1).

Als lonisierungs-Methoden wurde ESiusgewahlt, womit alle Sulfonamide emp-
findlich detektiert wurden. Die massenspektrometrische Identifizge und Quantifi-
zierung der Sulfonamide erfolgte im MS/MS-Modus unter Aufzeichnungddeu-
gehorigen Full-Scan-MS/MS-Spektrem/¢85-320). Die MS/MS-Parameter wurden
dabei so gewéhlt, dass das Molekuilion in mindestens zwei charagtéesProdukt-
ionen fragmentiert. Die optimierten Parameter der MS/MS-Metlsatt in Tab. 5-7
(siehe Abschnitt 5.4.4.) dargestellt.

Die Analyten kénnen anhand der Retentionszeit und der charakobwestis
Massenspektren eindeutig identifiziert werden. Zur Quantifizierwegden die
rekonstruierten lonenchromatogramme der intensivsten Fragmentionen zugrunde
gelegt. In Abb. 3-1 sind typische chromatographische und massenspektrometrische
Daten der sieben Sulfonamide zu sehen.

Die Linearitdt der Methode Uber den Arbeitsbereich von 0,1-10 ng wurde durch
Injektion (8 uL) von funf aquidistanten Kalibrierstandards in drégea Serien-
messung Uberprift. Fir alle Substanzen besteht Gber den gesamtésbAreieh ein
linearer Zusammenhang zwischen Signal und Konzentratien0(89); der Vertrau-
ensbereich des Achsenabschnittes schliel3t jeweils den Wert iN(diefie Tab. 3-1).
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Tab. 3-2:  Gerateprazision bei der Bestimmung von Sul ~ fonamiden mit HPLC-ESI-MS/MS*

Injektion abs. Konz. Signalintensitat der Peakflache [%]

Analyt Anzahl [n]
[WL] [ng] MW SA CV [%]

SDz 10 8 1,0 1746845 104240 6,0
STz 10 8 1,0 1239971 108520 8,8
SMR 10 8 1,0 4846999 432935 8,9
SMz 10 8 1,0 9497919 358555 3,8
SMPD 10 8 1,0 3778115 266312 7,0
SMX 10 8 1,0 897652 92069 10,3
SDM 10 8 1,0 9160028 698999 7,6

* nach Methode 3, siehe Abschnitt 5.1.4.5
Abk.: abs. Konz., absolute Konzentration; MW, Mittelwert; SA, Standardabweichung;
CV, Variationskoeffizient

Die Gerateprazision des Verfahrens wurde durch 10fach-Injektion iatibrier-
l6sung auf dem Konzentrationsniveau von 1 ng pro 8 pL Injektionsvolumen tberprift.
Die geratebedingte Variation ist substanzabhangig und liegt zwigchemnd 11 %
(siehe Tab. 3-2).

3.1.3 Methodenvalidierung

Wie bereits gezeigt, gelang es, das voaM$CcHER etal. (2002) beschriebene
HPLC-ESI-MS/MS-Verfahren mit leichten Modifikationen auf digbStanzgruppe der
Sulfonamidantibiotika zu Ubertragen. Im Folgenden wurde die Gesanothectiir die
Matrices Gille, Sandboden, Sicker- und Grundwasser validiertRRigtigkeit und
Prazision wurde anhand von Wiederfindungsexperimenten Uberpriuft. Nachweis- un
Bestimmungsgrenzen (NWG und BG) wurden auf Basis des Signal/Rausch-
Verhéltnisses (S/N) festgelegt (NWG: S/N = 3/1; BG: S/N = 6/1).

3.1.31 Sulfonamide in Gulle

Die mittleren Wiederfindungen, Standardabweichungen sowie Variationgkestéin

aus den Aufstockungsexperimenten einer Gille-Leermatrix mit Sulidr@iandard-
|l6sungen verschiedener Konzentrationen sind in Tab. 3-3 dargestellt. Ineriti@az
tionsbereich von 0,2-1,0 mg/kg wurden mittlere Wiederfindungen von 72-108 %
erzielt, die mittleren Variationskoeffizienten waren durchwegnidr 10 % (siehe auch
Tab. 5-10, Abschnitt 5.5.1.4). Die Bestimmungsgrenzen in Gulle wurden fir
Sulfamethazin auf 0,02 mg/kg und fir alle anderen Sulfonamide auf 0,05 mg/kg
festgelegt. Die jeweiligen Nachweisgrenzen lagen bei 0,005 mg/kg bzw. 0,02 mg/kg.
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Tab. 3-3:  Wiederfindung von Sulfadiazin, Sulfathiazol , Sulfamerazin, Sulfamethazin,
Sulfamethoxypyridazin, Sulfamethoxazol sowie Sulfadim ethoxin in Gille

Konz. Anzahl WDF [%)] cVv

Analyt
[Mg/L] [n] (MW + SA) (%]
SDz 0,2 8 86,4 +10,5 12,2
1,0 8 93,5+6,2 6,6
STz 0,2 8 78,1+7,4 9,5
1,0 8 79,6 +5,7 7.2
SMR 0,2 8 84,1+6,1 7,3
1,0 8 87,4+5,2 5,9
SMz 0,2 8 88,7+5,9 6,7
1,0 8 92,6 +6,8 7,3
SMPD 0,2 8 103,0+8,4 8,2
1,0 8 955+2,1 2,2
SMX 0,2 8 62,5+4,5 7,2
1,0 8 82,1+2,0 2,4
SDM 0,2 8 100,1 £+ 8,5 8,5
1,0 8 116,2 £+ 3,5 3,0

Abk.: Konz., Konzentration; WDF, Wiederfindung; MW, Mittelwert; SA, Standardabweichung;
CV, Variationskoeffizient

3.1.3.2 Sulfonamide in Sandboden

Die mittleren Wiederfindungen, Standardabweichungen sowie Variationgkeetfén

aus den Aufstockungsexperimenten eines rickstandsfreien Sandbodens omt Sulf
amid-Standardlosungen verschiedener Konzentrationen sind in Tab. 3—4 dargestel
Im Konzentrationsbereich von 5,0-50 pg/kg lagen die mittleren Wiederfindung bei
maximal 53 % und fir Sulfamethazin bei 36 %. Die mittleren Varigtimetizienten

lagen zwischen 12 % und 18 % (siehe auch Tab. 5-9, Abschnitt 5.5.2.4). Die Bestim-
mungsgrenzen in Sandboden wurden fir Sulfamethazin auf 2 pg/kg und fur alle
anderen Sulfonamide auf 5 pg/kg festgelegt. Die entsprechenden Nacbnzasgr
lagen bei 0,5 pg/kg bzw. 1 pg/kg.
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Tab. 3-4:  Wiederfindung von Sulfadiazin, Sulfathiazol ~ , Sulfamerazin, Sulfamethazin,
Sulfamethoxypyridazin, Sulfamethoxazol sowie Sulfadim ethoxin in Sandboden

Konz. Anzahl WDF [%] CVv
Analyt
[Mg/L] [n] (MW + SA) [%]
SDz 5,0 8 41,9+8,7 18,2
10,0 8 46,4 + 13,7 29,5
50,0 8 37,1+3,7 9,8
STz 5,0 8 24,0+4,6 19,2
10,0 8 244+45 18,4
50,0 8 28,0+34 12,1
SMR 5,0 8 41,2+6,1 14,8
10,0 8 36,2+3,1 8,6
50,0 8 37,9+4,5 11,9
SMz 5,0 8 336+7,0 20,8
10,0 8 36,1+5,2 14,4
50,0 8 39,5+2,6 6,6
SMPD 5,0 8 35,1+6,2 17,7
10,0 8 32,6 +4,7 14,4
50,0 8 35,7+3,2 9,0
SMX 5,0 8 45,4 +10,7 23,6
10,0 8 39,5+8,2 20,8
50,0 8 42,5+3,9 9,2
SDM 5,0 8 48,6 + 8,3 17,1
10,0 8 58,5+9,0 15,4
50,0 8 50,4 +3,9 7,7

Abk.: Konz., Konzentration; WDF, Wiederfindung; MW, Mittelwert; SA, Standardabweichung;
CV, Variationskoeffizient

3.1.3.3 Sulfonamide in Sicker- und Grundwasser

Die mittleren Wiederfindungen (WDF) und Standardabweichungen (SA)esowi
Variationskoeffizienten (CV) aus den Aufstockungsexperimenten in egematrix

von matrixreichem Grundwasser mit Sulfonamid-Standardiésungen verswriede
Konzentrationen sind in Tab. 3-5 dargestellt. Im Konzentrationsbereich ven 0,2
1,0 pg/L wurden mittlere Wiederfindungen von 54-93 % erzielt, mit mittleren
Variationskoeffizienten von 11-21 % (siehe auch Tab. 5-10, Abschnitt 5.5.3.4). Die
Bestimmungsgrenzen in matrixreichem Grundwasser wurden fur Salfamin auf

0,05 pg/L und fur alle anderen Sulfonamide auf 0,1 pg/L festgelegt. Die ent-
sprechenden Nachweisgrenzen lagen bei 0,01 pg/L bzw. 0,03 pg/L.
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Tab. 3-5:  Wiederfindung von Sulfadiazin, Sulfathiazol ~, Sulfamerazin, Sulfamethazin,
Sulfamethoxypyridazin, Sulfamethoxazol sowie Sulfadim ethoxin
in matrixreichem Grundwasser

Konz. Anzahl WDF [%)] cVv

Analyt
[Mg/L] [n] (MW + SA) (%]
SDz 0,2 8 66,8 +14,6 21,9
1,0 8 64,5+7,4 11,5
STZ 0,2 8 50,4 +9,1 18,1
1,0 8 64,3 +14,8 23,0
SMR 0,2 8 56,0 + 10,6 18,9
1,0 8 74,3+7,9 10,6
SMz 0,2 8 60,2+12,5 20,8
1,0 8 84,9+6,8 8,0
SMPD 0,2 8 38,0+6,2 16,3
1,0 8 70,1+11,1 15,8
SMX 0,2 8 65,1 +23,1 35,5
1,0 8 46,8 +8,4 17,9
SDM 0,2 8 95,8 +13,3 7.2
1,0 8 89,5+ 6,7 7,5

Abk.: Konz., Konzentration; WDF, Wiederfindung; MW, Mittelwert; SA, Standardabweichung;
CV, Variationskoeffizient

3.14 Anwendbarkeit auf Umweltproben

Wie die umfangreiche Validierung zeigt, kann die entwickelte HEISTMS/MS-
Methode angewendet werden um verschiedene Umweltproben auf das Vakomm
von Sulfonamiden zu untersuchen. Das erzielte Nachweisvermdgen inndetmen
Matrices ist empfindlich genug um umweltrelevante Konzentrationekttkyen zu
konnen. Die hier beschriebene Methode wurde im Rahmen verschiededer Fel
untersuchungen erfolgreich angewendet. Diese Ergebnisse sind unter Ab3ehnitt
detailliert dargestellt.
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3.2 Weiterentwicklung und Robustheit der analytisch en
Methode zur Bestimmung von Antibiotika in Boden

Nachdem die in Abschnitt 5.5.2 beschriebene analytische Methode zum Nacbwe
Antibiotika in Sandboden erfolgreich etabliert wurde, sollte diese sakze weiter
entwickelt werden. Insbesondere die Robustheit der Analysenmethode ustéite
unterschiedlichen Versuchsbedingungen (verschiedene HPLC-Trennsawaeites
oder Probenvorbereitungen) gepruft werden. Neben einer Methodenoptimierung
sollten durch die vorgenommenen Anderungen auch Faktoren ermittelt werddie, die
Leistungsfahigkeit der Methode maoglicherweise beeintrachtigen kbénnen.

3.21 HPLC-Trennung

Anhand der bestehenden AnalysenmethodeMHCHER et al. 2002) zur Trennung

der Tetracycline sollten Faktoren ermittelt werden, die einebeégserung der
Auflosung und/oder eine Verkirzung der Analysenzeit bewirken. Standardmafig
wurden die Analyten an einer RP-C18-Phase (,Puresil C18") miiakss linearen
Gradientensystems (FlieBmittel Az 5M Ammoniumacetat/Aseesaure/\Wasser
(pH 2,5 [0,02:0,5:99,48y/v/V]); FlieBmittel B: Acetonitril; Gradient: 0-50 % B in

9 min, 50 % B fur 1 min, 99 % B fir 3 min, reaquilibrieren bei 100 % A fur 12 min)
bei einem Fluss von 1 mL/min getrennt. Bei dieser Standardmethodeiekesl
Oxytetracyclin und 4-Epi-Tetracyclin, dadurch sind zum Nachweis b&8destanzen

je zwei HPLC-Laufe nétig (Methoden 1 und 2, Abschnitt 5.1.4.5). Bei der Trernungs
optimierung stand deshalb die Verbesserung der Auflésung der Peaks von
Oxytetracyclin, 4-Epi-Tetracyclin und Tetracyclin im Vordergrund.

Durch den Einsatz neuartiger Saulenmaterialen wurde versuahiyerbesserung
der Selektivitdt und damit der Auflésung zu erreichen. Die Sé&ulerdemumit
verschiedenen Gradienten und teilweise unter isokratischen Bedinggetgstet.
Alle zu testenden Trennsaulen wurden zunachst im Full-Scan-Modusdenit
Standardgradienten auf ihr Trennverhalten fur Tetracycline (Gradien Tab. 5-1,
siehe Abschnitt 5.1.4.2) hin untersucht und mit dem der ReferenzsBulegj] C18*)
verglichen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 3—6 darghstell
keiner der getesteten Saulen konnte eine vollstandige Auflosung von Oxydltrac
und 4-Epi-Tetracyclin erreicht werden, allerdings zeigten eirl8gelen bei sonst
gleichen Bedingungen eine vergleichbare oder leicht verbessdektiBgit (v. a.
~Hypersil Gold“ vonThermo Hypers)l
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Tab. 3-6:  Ergebnisse der Trennungsoptimierung fur G radiententrennung#

Pure- Luna® Luna® Luna® MetaSil Hyper- Hyper-
sil™ AQ sil Gold  carb®
Charakteristika
. Phenyl-
Material RP18 C8(2) C18(2) RP18 RP18
Hexyl
Lange [mm] 150 150 150 150 150 150 100
i. D. [mm] 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6
Teilchengrofe [um] 5 5 5 5 5 -
Porendurchmesser [A] 120 100 100 100 175 -
endcapped? ja nein ja ja ja* ja -
Wechselwirkung RP RP; RP RP RP RP -
m-m-WW
Bodenzahl 9000 9000 9000 9000 9000 9000
Trennverhalten
Kapazitatsfaktor k’
4-Epi-TC 2,49 n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. -
oTC 2,56 2,52 2,69 2,77 4,07 2,89 -
TC 2,71 2,66 2,87 2,95 3,01 3,10 -
CTC 3,19 3,12 3,33 3,49 3,53 3,67 -
TYL 3,73 3,63 3,75 4,04 4,02 n. a. -
Selektivitat a
OTC/4-Epi-TC 1,019 -
4-Epi-TC/TC 1,089 -
OTC/TC 1,044 1,039 1,051 1,047 1,052 1,053 -
TCICTC 1,128 1,126 1,117 1,137 1,130 1,139 -
CTC/TYL 1,130 1,125 1,097 1,123 1,119 -
Auflésung R
OTC/4-Epi-TC 0,315 -
4-Epi-TC/TC 1,386 -
OTC/TC 0,731 0,643 0,849 0,793 0,874 0,906 -
TCICTC 2,047 2,005 1,915 2,219 2,122 2,279 -
CTC/TYL 2,156 2,068 1,653 2,076 2,029 -
Anwendbarkeit ja ja ja ja ja ja nein

*nach Gradient 1 in Tab. 5-1, siehe Abschnitt 5.1.4.2; getestete Trennsaule ,Polaris C18-A“ ist hier
nicht aufgefiihrt, da nur isokratische Trennung maoglich

* polares Endcapping

** polares Embedding

Abk.: n. a., nicht analysiert

Die einzige Saule mit deutlich verbesserter Auflosung war di¢arBoC18-A"
(Varian, siehe Abschnitt 5.1.4.3) allerdings nur unter isokratischen Bedingungen
(FlieBmittel A/B (82:18;v/v). Daher wurde diese S&aule hier nicht mit in die
Gegenuberstellung mit einbezogen.
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Abb. 3-2: HPLC-ESI-MS/MS-Chromatogramme einer Tetra cyclin-Standardlésung, mit einer

injizierten Konzentration von 10 ng, bei verschiedene n Flussraten und Trenn-
saulen.

(A) Trennsaule Waters ,Puresil C18“ (150 x 4,6 mm, 5 um), FlieBmittel A/B, Fluss
1,5 mL/min, Gradient 3, MS/MS-Modus auf m/z 461 (OTC), m/z 445 (TC),
m/z 479 (CTC).

(B) Trennsaule Thermo Hypersil ,Hypersil Gold C18" (150 x 4,6 mm, 5 pm),
FlielBmittel A/B, Fluss 1,5 mL/min, Gradient 3, MS/M  S-Modus auf m/z 461 (OTC),
m/z 445 (TC), m/z 479 (CTC).

(C) Trennséule Waters ,Puresil C18“ (150 x 4,6 mm, 5 um), FlieBmittel A/B, Fluss
1,0 mL/min, Gradient 1, MS/MS-Modus auf m/z 461 (OTC), m/z 445 (TC),
m/z 479 (CTC).

(D) Trennséule Thermo Hypersil ,Hypersil Gold C18“ (150 x 4,6 mm, 5 pm),
FlieBmittel A/B, Fluss 1,0 mL/min, Gradient 1, MS/M  S-Modus auf m/z 461 (OTC),
m/z 445 (TC), m/z 479 (CTC).
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Um eine Verkurzung der Analysenzeit zu erzielen, wurden verschiédiessraten
von 1-2 mL/min getestet. Die Versuche wurden mit der Referenzsédlder Saule
~Hypersil Gold“ (Thermo Hypers)l durchgefuhrt. Bei beiden Saulen kann mit einer
Erhohung der Flussrate auf 1,5 mL/min und angepasstem Gradienten (GBadient
Tab. 5-1, siehe Abschnitt 5.1.4.2), bei nahezu gleicher Auflésung, eine Verkirzung der
Analysenzeit um ungefahr 30 % bewirkt werden (siehe Abb. 3-2).

3.2.2 Probenvorbereitung

Im Rahmen der Probenvorbereitung wurde der Einfluss der nachstehendereter
auf die Extraktionsausbeute Uberpruft: pH-Wert des Extraktionsspiffeimperatur,
Ultraschall, Zusatz von Komplexbildnern. Fir die im Folgenden aufgefuheen V
suche wurden Bodenmatrices mit originaren TetracyclinriickstanderiZ6 pug/kg,
BDFO01) verwendet. Sulfamethazin lag in diesen Proben nur in Konzentmatione
unterhalb der Bestimmungsgrenze vor.

3.2.2.1  Einflul} des pH-Wertes des Citratpuffers auf  die Extrahierbarkeit
von Tetracyclin

Fur die von FAMsSCcHER et al. (2002) beschriebene Methode zur Extraktion von
Tetracyclinen aus Sandboden, mit der Verwendung eines hoch molaren, lschwac
sauren Citratpuffers (1 M; pH 4,7), wurden bereits im Zuge der Methoaenkloing
(SczesNy 2001) mehrere wassrige Puffersysteme getestet. Hierbei sabtedass
durch Absenken des pH-Wertes auf 4,0 bzw. 3,0 im Vergleich zur optimMethode
60 % weniger Tetracyclin bzw. keines mehr nachweisbar war.

Um die Robustheit der Methode bzgl. pH-Wert-Schwankungen beim Extraktions-
puffer weiter zu Uberprifen wurde die Standardmethode im Vergleictezwendung
von Citratpuffern von pH 4,3, 5,0 und 6,0 durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Modell
versuche zeigten (siehe Tab. 3-7), dass die absoluten Wiederfindungetrécyclin
in einem pH-Wert-Bereich von 4,7-5,0 vergleichbar sind. Fur pH-Werte von 4,3 und
6,0 verschlechtern sie sich hingegen signifikant. Somit sind pH-S@&mwvankungen
< 0,3 tolerierbar und haben keinen signifikanten Einfluss auf die Extraktionsausbeute.
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Tab. 3-7:  Vergleich der Extraktionsraten fur Tetrac  yclin bei Verwendung von Citratpuffern
verschiedener pH-Werte

Die Messreihen fir die variierten pH-Werte wurden mittels t-Test durch Vergleich mit
dem Sollwert der Standardmethode bei einem Signifikanzniveau von 95 % Uberprift

Serie

Nr. pH=5,0 pH=6,0 pH =43

Messwert [pg/kg]
1 55,8 36,1 41,2
2 46,2 35,3 38,6
3 46,0 40,2 30,6
4 68,1 39,2 41,8
Anzahl der Werte (n) 4 4 4
Mittelwert (MW) 54,0 37,7 38,0
Standardabweichung (SA) 10,4 2,4 5,2
Prifwert* 0,944 9,679 4,289
Tabellenwert (P = 95 %) 3,182 3,182 3,182
Mittelwerte vergleichbar? ja nein nein

‘MW - SW|
*Prifwert; PW = ———— B\/H ; Sollwert (SW) bei pH 4,7, SW = 49,1 ug/kg
SA
3.2.2.2 Einfluss von Ultraschall auf die Extraktion srate von Sulfamethazin
und Tetracyclin

In Modellversuchen wurde die Standardextraktion fir Sandboden (siehe Abschni
5.5.2.1) mit zusatzlicher Ultraschallbehandlung beim Extraktionssduarthgefihrt.
Nach der Vorextraktion mit Citratpuffer wurden die Proben 1 min bzwnihOmit
Ultraschall behandelt, das Verfahren standardgemald fortgefiuhrtysienalund
anschlieend mit dem Analysenergebnis einer nicht modifizierten Praieen.

Die Ergebnisse dieser Modellversuche sind in Tab. 3-8 dargestellt. Fir
Sulfamethazin, das in diesen originaren Bodenproben stets zwischendiachmd
Bestimmungsgrenze vorlag, konnte keine Veranderung der Extraktionsraté- quant
fiziert werden. Auch fur Tetracyclin konnte keine signifikante Alolveng festgestellt
werden.

3.2.2.3 Einfluss der Temperatur

Anhand von Modellversuchen wurde die Auswirkung einer Hitzebehandlung bei
Bodenproben vor deren Extraktion auf das Nachweisvermdgen der Sulfonamide und
Tetracycline getestet. Die Bodenproben mit originaren Rickstanden rwhreezu
mindestens 12 h auf 100 °C im Trockenschrank erhitzt, analysiert und al8entlie

mit dem Analysenergebnis einer nicht erhitzten Probe verglichen.
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Tab. 3-8:  Vergleich der Extraktionsraten fuir Tetrac  yclin und Sulfamethazin
bei verschiedenen Probenaufarbeitungen

Behandlung SMZ 4-Epi-TC TC ATC ITC
Konzentration [ug/kg]
keine <BG 10,9 55,2 8,0 74,1
Veranderung [%0]
1 min Ultraschall <BG 37+9 14 +2 42 +20 204
10 min Ultraschall <BG 17+4 222 -15+2 -15+2
12 h bei 100 T <BG -65+19 -61+7 371+90 -13+2

Abk.: 2TC, Summe aller Tetracyclinderivate

Die Ergebnisse dieser Modellversuche sind in Tab. 3-8 dargestellt. Fur
Sulfamethazin, das in diesen originaren Bodenproben stets zwischendiachmd
Bestimmungsgrenze vorlag, konnte kein Substanzverlust quantifiziert rwerde
Sulfamethazin war sowohl vor der Hitzebehandlung als auch nachr dite
nachweisbar. Der Anteil Tetracyclin und 4-Epi-Tetracyclin veyert sich dagegen um
je 60 %, wobei gleichzeitig ein Konzentrationsanstieg beim Anhydrotetiaaym
das 4,7-fache zu verzeichnen ist. Die Gesamtkonzentration anytétrdieibt dabei
nahezu gleich, d. h. die Hitzebehandlung fuhrt zwar zu einer Degradation von
Tetracyclin zu Anhydrotetracyclin, aber ohne erkennbaren Substanzverlust.

3.2.2.4  Enzymatischer Aufschluss

Tetracycline neigen in biologischen Matrices an Proteingirzden (DUGGAR 1984).
Sulfamethazin bildet in Boden mdglicherweise nicht extrahierbéao&$andeljound
residue3 (LANGHAMMER et al. 1989; IANGHAMMER et al. 1990). Daher wurden

die Bodenmatrix mit eiwei3- (Pepsin) und starke-spaltenden (Anmnmylase
Waschmittelenzymen hydrolysiert und anschlieend mit der Standardmethode
extrahiert. Eine Spaltung von nicht extrahierbaren Tetracyclin- Suithmethazin-
Ruckstdnden konnte mittels der eingesetzten Enzyme nicht erreictenveDie
vorhergehende Hydrolyse blieb ohne Auswirkung auf die absolute Extraktionsrate.

3.2.25 Zusatz von Ca #*-lonen und Huminsaure

Tetracycline tendieren zur Chelatbildung in Anwesenheit von metigee Kationen,
vornehmlich C&, Mg?*, F€"** und AP* (DURCKHEIMER 1975). Im Boden zahl-
reich vorhandene Metall-lonen kénnten Tetracycline komplex binden und somit
immobilisieren. In einem Modellversuch sollte der Einfluss einebgliohen
Chelatisierung auf die Extraktionsrate anhand vofi-@men untersucht werden.
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Huminsduren, als Bestandteil der organischen Bodensubstanz, kbnnen mit ihren
vielseitigen funktionellen Gruppen sowohl mit hydrophoben Verbindungen wechsel-
wirken, als auch hydrophile Komplexe bildenitEZHMANN 1996). Die Keto-Enol-
Strukturen der Tetracycline konnten beispeilsweise mit Carboxyl-fewekt der
Huminsauren wechselwirken und somit durch Ausbildung von Wasserstoff-Briicke
starker an die Bodenmatrix gebunden werdem@@sey 2001;AGA 2003).

Diese beiden Hypothesen wurden anhand von Modellversuchen tberprift. Schon
geringe Zusatze von Humussaure bzw.>*@anen (als Choridsalz) zu Boden
(0,01 %;wi/w) vor der Extraktion bewirkten signifikante Wiederfindungsverluste.

3.2.3 Anwendbarkeit der Gesamtmethode in Abhéngigke it vom
Bodentyp

Wie bereits beschrieben, wurde das Nachweisverfahren flr Tdingcynd Tylosin in
Sandboden bereits erfolgreich auf die Sulfonamide tbertragen. Die Anwentdarke
Methode zielte darauf ab, diese Antibiotika in Ackerbodden, die &le&Sandboden
klassifiziert werden kdénnen, nachzuweisen (siehe Abschnitt 3.4.2). Dabkenrank-
ten sich alle durchgefiihrten Validierungen auf einen sandigen Boden.

Durch Anderung des Bodentyps sollte anhand von Wiederfindungsexperimenten
die Robustheit der Methode beziglich der Bodenmatrix Uberprift werdenebie
wendeten Referenzbdden sind in Tab. 3-9 aufgefuhrt. Im Rahmen des Forschungs-
vorhabeng€rprobung und Vorbereitung einer praktischen Nutzung 6kotoxikologischer
Testsystem@ERNTE wurden diese zehn Bbéden als Referenzbéden ausgewahlt und im
Zuge dessen umfangreich charakterisiert. Acht der Béden entstamoneAcker-,
Wiesen- und Waldflachen Deutschlands und sind von ihren Eigenschaften her
reprasentativ fur Mitteleuropa. Zusatzlich wurde ein kinstlictete (nactOECD)
und ein in Deutschland verwendeter StandardbodgiA 2.2 verwendet. Die Boden
weisen Schluff-Gehalte von 11,6-83,0 % und Gehalte an organischen Kohlenstoff
(Corg) von 0,9-5,1 auf. Die pH-Werte der Bdden reichen von pH 3,1-7,4.

Die Boden wurden zundchst in Doppelbestimmung extrahiert (siehe Abschnitt
5.5.2.1) und mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methoden 1, 2 und 3, siehe Abschnitt 5.1.4.5)
auf Antibiotika analysiert. Es konnten keine Rickstande fur Tetracy8uignamide
und Tylosin oberhalb der jeweiligen Nachweisgrenzen detektiert wekde die Be-
stimmung der Wiederfindungsraten wurden die Boden auf finf Niveaus von 2,5—
250 pug/kg mit den entsprechenden Antibiotika dotiert und nach der Standardmethode
analysiert. Die Wiederfindungsrate fur jede der elf untersuchtentsues in den
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Tab. 3-9:  Bodenparameter der getesteten Bodenmatric  es

Bodenproben und Untersuchungsdaten wurden von Dr. J6rg Rémbke,
ECT Okotoxikologie GmbH, Flérsheim/Main zur Verfiigung gestellt

Boden Bodenart Sand [%]  Schluff [%] Ton [%] C g [%] pH
BDW Lu 13,6 56,7 29,7 2,3 4,9
BwWz SI2 81,3 13,6 51 1,5 3,8
Eso5 Su2 83,8 11,6 4,7 51 3.1
GG1 Su2 80,5 15,7 3,8 0,9 55
HAG Lu 12,8 62,3 24,9 2,6 5,2
LUFA 2.2 SI2 76,9 16,3 6,8 2,7 6,1
OECD SI2 75,4 16,6 8,0 4,7 6,0
SBG Lt2 27,0 47,1 25,9 3,4 5,8
SCA ut4 7,8 69,7 22,5 2,2 7.4
SOE Ut3 2,0 83,0 15,0 1,6 6,6

zehn Bodentypen wurde anhand der Wiederfindungsfunktion ermittelt. Als
Bestimmungsgrenze wurde der zweitniedrigste Kalibrierpunkt festge Die Wieder-
findungsraten fur Tetracycline, Tylosin und Sulfonamide sind in Tab. 3—10 und
Tab. 3-11 dargestellt. Aus diesen Untersuchungen ist abzuleiterielddsthode mit
den meisten untersuchten Bodentypen, die ein breites Spektrum abdeckdasgzigve
und empfindlich arbeitet. Nur fir Tylosin haben die Bodenparameter ainen
scheidenden Einfluss auf die Wiederfindungsraten. So liefert dilade nur fur vier
Boden verlassliche Ergebnisse. Nachdem die Wiederfindungsraten fur alle
Sulfonamide in allen Boden vergleichbar sind, lassen sich dagegen ebei d
Tetracyclinanalytik wiederum grol3ere Unterschiede in Abhéngigkeit vom
Bodentypfeststellen. Insofern missen vor der Ubertragung der Methodmdare
Bodentypen individuelle Wiederfindungsraten bestimmt werden.

Nachdem die Wiederfindungen fir insgesamt elf Substanzen in zehn gerschi
denen Béden ermittelt waren, sollte untersucht werden, ob die sulpgzfizshen
und matrixabhangigen Wiederfindungsraten mit den verschiedenen Bodenparametern
(siehe Tab. 3-9) korrelieren. Hierzu wurde zunachst eine bivaratelgtionsanalyse
nach Pearson durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Korrelation sindbirB—Ti2
dargestellt. Insgesamt ergaben sich fir funf Variable signifikante Kooreat

In einem zweiten Schritt wurde fur diese signifikanten Beziehuegenmultiple
lineare Regressionsanalyse durchgefiuhrt (siehe Abb. 3-3). Hierzu alsi@ehangige
Variable jeweils die substanzspezifischen Wiederfindung gewahlt uriginféuss der
Bodenparameter durch schrittweise Auswahl der Einflussvariableterign: Wahr-
scheinlichkeit von F-Wert fur Aufnahme 0,05; Wahrscheinlichkeit von F-Wert fur
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Ausschluss> 0,1) auf das Regressionsmodell Uberprift. Die Signifikanz einer Ein-
flussvariablen wurde schliefZlich mit dekNOVATest Uberprift.

Tab. 3-10: Wiederfindungsraten + Vertrauensbereiche  * der untersuchten Tetracycline
berechnet aus den Wiederfindungsfunktionen# fir die Konzentrationen von
5 ug/kg, 25 pg/kg, 100 pg/kg und 250 pg/kgs.

WDF [%]

Boden

oTC TC CTC TYL
BDW 39,8+1,5 16,2+0,8 36,6 £2,7 <1
BWZ 52,1+4,9 35,6 +27 87,5+19,3 51,0+£11,2
Eso5 28,6 £2,9 16,9+1,7 31,3+1,8 46,7+1,1
GGl 55,3+7,0 253+0,5 51,3+1,8 19,0+0,5
HAG 55,6 +2,8 36,7+1,2 52,9+29 <5
LUFA 2.2 64,5+6,6 49,1+1,8 58,3+4,5 48,2 +3,2
OECD 329+3,6 253+0,5 51,3+1,8 19,0+0,5
SBG 46,9+1,8 32,8+1,6 43,8+1,2 48,5+25
SCA 34,1+0,5 19,7+2,0 27,7+ 1,3 <1
SOE 62,3+5,3 39,7+1,5 80,2+9,2 <5

* Vertrauensbereich berechnet auf der Basis eines Signifikanzniveaus von a = 0,05 und einer
Anzahl von n — 2 Freiheitsgraden

#lineare Regression Xgefunden = @ + Xzugesetzt - O (AChsenabschnitt a, Steigung b)

$ drei unabhangige Bestimmungen fiir jede Konzentration (n = 12)

Tab. 3-11: Wiederfindungsraten + Vertrauensbereiche  * der untersuchten Sulfonamide
berechnet aus den Wiederfindungsfunktionen# fiir die Konzentrationen von
5 pg/kg, 25 pg/kg, 100 pg/kg und 250 pg/kg 8

WDF [%]
SDz STZ SMR SMz SMPD SMX SDM

Boden

BDW 625+71 532+58 609+90 625+93 603+ 10,7 495+48 61,1+93
BwWZ 488+13 392+42 503+04 553+44 510+42 372+19 562+23
ESo5 62,1+6,1 47671 550+4,7 48,7+55 496+41 453+36 615+33
GGl 55,2+69 419+79 538+84 692+17,1 648+196 351+43 513+77
HAG 658+9,6 614+142 604+35 642+7,2 696+11,4 489+48 522+206
St22 488+26 434+20 618+52 472+15 371+15 465+49 450+19
OECD 55,2+6,9 419+79 538+84 512+70 458+6,2 351+43 513+77
SBG 56,7+3,6 454+57 578+48 610+74 531+54 611+32 586+4,8
SCA 414+29 33,0+6,7 439+69 529+88 341+31 368+16 494+28
SOE 658+12,7 51,4+110 564+7,8 589+103 506+85 57,6+13,1 695+129

* Vertrauensbereich berechnet auf der Basis eines Signifikanzniveaus von a = 0,05 und einer
Anzahl von n — 2 Freiheitsgraden

#lineare Regression Xgefunden = @ + Xzugesetzt - O (AChsenabschnitt a, Steigung b)

8 drei unabhéngige Bestimmungen fiir jede Konzentration (n = 12)
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Abb. 3-3: Darstellung der signifikanten* Korrelatio nen von Bodenparameter und Wieder-

Die schrittweise Regression ergab fur Tylosin, dass der Infaynsafehalt der
Einflusskonstanten ,C/N“ und ,Ca“ auf die Wiederfindung fir Tylosin in der

findungsrate.

Dargestellt ist der lineare Zusammenhang zwischen der Konstante (Bodenparameter)
und der abhangigen Variablen (WDF) unter Angabe des Korrelationskoeffizienten r

und des BestimmtheitsmaRes r?.

* p < 0,05, statistisch signifikant gemal ANOVA Test

Korrelation mit dem Schluffgehalt bereits enthalten ist. So kdetdgendlich flur drei
Substanzen eine Abhangigkeit von einer Konstanten nachgewiesen werden.
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3.3 Entwicklung einer analytischen Methode zur Best  immung
von Antibiotika in Staub

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass dmabkhation von raschen
und einfachen Extraktions-Verfahren (LLE, SPE) mit einer leisfédhggen HPLC-
Trennung und selektiver Tandemmassenspektrometrie den Nachweis von- Sulf
amiden im Spurenbereich auch in komplexen Matrices (Gille, Boden) eérhidgl
(siehe Abschnitt 3.1). In Verbindung mit dem voaiisCHER et al. (2002) beschrie-
benen HPLC-ESI-MS/MS-Verfahren zur Bestimmung von Tetracyclureh Tylosin

in Umweltmatrices wurde angestrebt, die Anwendbarkeit dieserddethum die
Matrix Staub und die Substanz Chloramphenicol (CAP) noch zu ermdref~olgen-
den sollte eine analytische Methode zur gleichzeitigen Bestimmung von 12 Akébioti
(OTC, TC, CTC, SDz, STZ, SMR, SMZ, SMPD, SMX, SDM, TYL und QAR
Staub mittels HPLC-ESI-MS/MS entwickelt werden.

3.3.1 Probenvorbereitung

Die Extraktion von Antibiotika aus Staubproben gelang mittels einfaEhessig/
Flissig-Extraktion. Als Grundlage wurden die Aufreinigungsverfahren fur die
Matrices Boden und Gllle verwendet (siehe Abschnitte 5.5.1.1 und 5.5.2.1). Staub
setzt sich im Gegensatz zu Boden und Gille aus sehr viel kieirktmdikeln
zusammen. Bei gleichen Aliquots war fur Staub eine effektivertgaBion zu
erwarten, da die Matrix eine wesentlich gré3ere Oberflache .bizgshalb wurde die
Probeneinwaage auf 100 mg reduziert. Die Staube wurden mit 1 M-Citeatpuf
(pH 4,7) vorextrahiert und mit Ethylacetat zweimal ausgeschuttelt.vBieinigten
Extrakte wurden eingeengt und in 100 mM Ammoniumacetat/Acetonitril (90AL0;
aufgenommen. Sedimentationsstaube aus Schweine- und Huhnerstallendgnd z
sehr proteinreich (20-50 %) @RTUNG 1997). Bei der Rekonstitution wurden mit
extrahierte Proteine durch den Acetonitrilanteil denaturiert. Datusste der wieder
aufgenommene Probenextrakt vor der Analyse mit HPLC-ESI-MSidé&mals
zentrifugiert werden.

3.3.2 HPLC-ESI-MS/MS und -MS 3

Die Analyten wurden standardmaRig an einer RP-C18-Phase (,Pulds)l @ittels
verschiedener linearer binarer Gradientensysteme aus 5 M Ammoniuttfaoetaen-
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saure/Wasser (0,02:0,5:99,48;/v) und Acetonitril bei einem Fluss von 1 mL/min
getrennt. Der Fluss wird vor Einlass in das Massenspektromesetittgt, wobei
letztlich ~10 % zur tandemmassenspektrometrischen Detektioyesstzt werden.
Tandemmassenspektrometrie wurde in einer LCQ lonenfalle durchgefigniopp-
lung mit der HPLC erfolgte Uber ein Elektrospray-Interface niasler Ausnahme zur
Analyse von Chloramphenicol (negative lonisierung) im Positiv-Modus efeini
wurde. Die Antibiotika wurden im MS/MS-Modus analysiert und anhand rden-
sivsten Produkt-lonen quantifiziert. Die optimierten ParameteM&MS-Methoden
und charakteristischen Fragmentierungen sind in Tab. 5-7 (siehe Abdtkrfi)
dargestellt.

Auch Chloramphenicol wurde im MS/MS-Modus bestimmt. Zur Absicherung
eines Chloramphenicol-Befundes wurde zusatzlich ein Bestatigundseerfmittels
MS? entwickelt. Hierzu wurde ein Produkt-lon des MS/MS-Experimentfimats
fragmentiert und die Produkt-lonen der dritten Dimension anschlieRendieididkie
MS>-Technik ist ausschlieRlich mit einer lonenfalle durchfiihrbarel®ieh und
Fragmentierung der lonen finden hier diskontinuierlich an einem @t sibb. 3-4
zeigt die Chromatogramme und die dazugehdrigeftStgktren einer Chlorampheni-
col-positiven Staubprobe, in der zusatzlich noch vier weitere Antbialetektiert
wurden.

zu Seite 49 quer:

Abb. 3—4: Chromatogramme und Massenspektren verschi  edener Antibiotika in einer
Staubprobe analysiert mit HPLC-ESI-MS/MS.

(A) Rekonstruierte lonenchromatogramme einer Staub  probe die
0,43 mg/kg OTC, 0,32 mg/kg CTC, 0,26 mg/kg TYL, 0,4 1 mg/kg SMZ
und 9,07 mg/kg CAP enthielt.

(B) Dazugehorige MS-MS-Spektren dieser Substanzen.

(C) Referenzspektren der Substanzen in einer methano  lischen Standard-
I6sung mit einer Absolutmasse von 1 ng.

MS/MS-Methode 1: Trennsaule Waters ,Puresil C18* (150 x 4,6 mm, 5 pum),
FlieBmittel A/B, Fluss 1 mL/min, Gradient 1, MS/MS-Modus auf m/z 461 (OTC),
m/z 445 (TC), m/z 479 (CTC), m/z 916,5 (TYL), m/z 321 (CAP).

MS/MS-Methode 3: Trennsaule Waters ,Puresil C18“ (150 x 4,6 mm, 5 um),
FlieBmittel A/B, Fluss 1 mL/min, Gradient 2, MS/MS-Modus auf m/z 251 (SDZ),
m/z 256 (STZ), m/z 265 (SMR), m/z 279 (SMZ), m/z 281 (SMPD), m/z 254 (SMX)
und m/z 311 (SDM).
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3.3.3 Methodenvalidierung

3.3.3.1  Bestimmung der Wiederfindungsraten

Die Ermittlung der Wiederfindungsraten erfolgte durch Aufstockenumébhangig
hergestellten Aufstockldsungen auf Konzentrationsniveaus von 0,2, 0,5 und 1,0 mg/kg.
Als Matrix wurde ruckstandsfreier Staub des untersuchten Schwestiesiriebes ver-
wendet. (siehe Abschnitt 5.2.3.6). Fur die Untersuchungen der Stadube des Schweine
stalls ist dies optimal, da in dieser Leerprobe der aufgestécidiyt ahnlich an der
Matrix gebunden sein sollte wie unter realen Bedingungeno(i{iDAS 1999). Auf
die Durchfuihrung der Experimente mit einer vergleichbaren Staubnzats einem
Geflugelstall wurde verzichtet, da im Rahmen der durchgefihrten Studievier
Staubproben aus einer Legehennenstallung untersucht wurden.

Tab. 3-13 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse der durchgefiihrten Experi-
mente zur Wiederfindung. Die vorliegenden Wiederfindungsraten furediaclcline
lagen unabh&ngig von der Konzentration in einem akzeptablen Bereich von 98-111 %
(OTC), 8199 % (TC) bzw. 88-100 % (CTC) (EG 2002). Die Wiederfindung fur
Tylosin war deutlich schlechter und betrug im Mittel 27 % bei einaih den
Tetracyclinen vergleichbaren Variationskoeffizienten von etwa 26 8ge@en liefert
die Analysenmethode bei der Extraktion eine Signalverstarkung wahremtPt&-
ESI-MS/MS-Analyse. Infolgedessen wurden alle Chloramphenicol-pasitRreben
mittels Standardaddition (siehe Abschnitt 3.6.1) ausgewertet. Fur uffien&nide
ergaben sich mittlere Wiederfindungsraten von 39,3-48,6 % bei mittlerextiMas-
koeffzienten von 21,2-32,6 %.
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Tab. 3-13: Wiederfindung von Oxytetracyclin, Tetrac  yclin, Chlortetracyclin, Tylosin, Chlor-
amphenicol, Sulfadiazin, Sulfathiazol, Sulfamerazin, S  ulfamethazin, Sulfa-

methoxypyridazin, Sulfamethoxazol sowie Sulfadimethox in in Staub

Konz. Anzahl WDF [%)] cVv

Analyt
[mg/kg] [n] (MW £ SA) (%]
OoTC 0,2 3 97,5+14,1 14,5
0,5 3 110,6 + 25,3 22,9
1,0 6 101,0+24,4 24,1
TC 0,2 3 80,9+15,4 19,0
0,5 3 98,5+30,0 30,4
1,0 6 88,8+16,4 18,5
CTC 0,2 3 87,7+11.2 12,8
0,5 3 94,1+ 25,7 27,4
1,0 6 99,6 £18,4 18,5
TYL 0,2 3 22,4+6,0 21,3
0,5 3 275+7,8 28,3
1,0 6 30,7+£8,6 28,0
CAP 0,2 3 301,7 £97,3 32,2
0,5 3 243,3 £229,8 18,7
1,0 6 229,8 £55,0 24,0
SDzZ 0,2 3 31,2+1,3 4,2
0,5 3 51,1+14,8 29,0
1,0 6 47,6 £11,6 24,4
STZ 0,2 3 32,9+10,8 32,8
0,5 3 42,7 +11,2 26,2
1,0 6 46,0+17,0 37,0
SMR 0,2 3 28,2+6,9 24,5
0,5 3 49,0 £18,7 38,2
1,0 6 40,7+12,9 31,7
SMZ 0,2 3 29,5+10,0 33,9
0,5 3 61,5+17,8 28,9
1,0 6 55,4 +£19,1 34,5
SMPD 0,2 3 28,4+3,9 13,7
0,5 3 49,0 £10,2 20,8
1,0 6 446 £12,2 27,4
SMX 0,2 3 54,5 +24,0 44,0
0,5 3 37,2+7,7 20,7
1,0 6 36,5+10,1 27,7
SDM 0,2 3 32,0+5,2 16,3
0,5 3 49,1 +14,5 29,5
1,0 6 46,8 +10,7 22,9

Abk.: Konz., Konzentration; WDF, Wiederfindung; MW, Mittelwert; SA, Standardabweichung;
CV, Variationskoeffizient
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3.3.3.2  Nachweisvermogen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze des Verfahrens wurden Uber Mas S/
Verhaltnis im Chromatogramm ermittelt. In Tab. 3—-14 sind midEinzelnen ermittel-

ten Grenzen aufgefuhrt. Aufgrund von koeluierender Matrix wurde fir dasztzulet
eluierende Sulfamethoxazol eine vierfach schlechtere Nachweisgedszfur alle
anderen erzielt. In Matrix wurden fur die Tetracycline im Vegfledum Analytpeak in
Methanol wesentlich breitere Peaks erhalten, was sich ungiasgtidas S/N- von
Chloramphenicol Wiederfindungen von uber 200 %. Zurlckzufihren ist dies auf
Verhaltnis auswirkte. Damit war hier trotz besserer Wikddung die Nachweis-
grenze niedriger als fur die Sulfonamide.

Tab. 3-14: Substanzspezifische Bestimmungs- und Nachw  eisgrenzen verschiedener
Antibiotika in Staub

Staub®
Substanz
BG [mg/kg] NWG [mg/kg]

oTC 0,10 0,050
TC 0,10 0,050
CTC 0,10 0,050
SDZ 0,05 0,025
STZ 0,05 0,025
SMR 0,05 0,025
SMz 0,05 0,025
SDM 0,05 0,025
SMPD 0,05 0,025
SMX 0,20 0,100
TYL 0,10 0,050
CAP 0,10 0,050

$ Mischprobe aus zwei riickstandsfreien Schweinestallstauben (siehe Abschnitt 5.2.3.6)
Abk.: BG, Bestimmungsgrenze; NWG, Nachweisgrenze
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3.4 Feldstudien zur Verbreitung von Tierarzneimitte  In
in der Umwelt Uber den Eintragspfad
Gulle — Boden — Grundwasser

Das Niedersachsische Landesamt fir Bodenforsch{MigB) veranlasste seit 1999
Bodenuntersuchungen zum Vorkommen von Tierarzneimitteln auf 14 Flachen des
niedersachsischen Boden-Dauerbeobachtungsprogramomse(dscH und KUES

1997) sowie auf 14 zusatzlich ausgewahlten Monitoringflachen (siehe Abb ABs-5).
Ergebnis dieser ersten Untersuchungen wurden auf verschiedenen Fléckstamtle

von Tetracyclinantibiotika nachgewiesenAMSCHER et al. 2000). Bei einer uber
zwei Jahre beprobten Boden-Dauerbeobachtungsflache (BDF) wurde ein kontinuie
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Abb. 3-5:  Standorte fiir Bodenuntersuchungen in Nied ersachsen. Lage und
Charakterisierung der Boden-Dauerbeobachtungsflache n (BDF) und
Monitoringflachen (MON).
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licher Eintrag von Tetracyclinen in die Ackerkrume festgestellt pedmanente
mittlere Tetracyclin-Konzentrationen von uber 100 pg/kg im Oberbodenttetmi
(HAMSCHER et al. 2002). Im Herbst 2000 und im Frihjahr 2001 wurden im Rahmen
des BLAGUntersuchungsprogramms (BLAC 2003) und in Kooperation mit dem
Niedersachsischen Landesamt fiir OkoloGiélle-, Boden- und Grundwasserproben
von verschiedenen BDF untersuchtiPIER et al. 2002).

Basierend auf diesen Vorlaufer-Studien sollten im Rahmen diedezitAdie
Eintragspfade Gillle — Boden— Grundwasser fur Antibiotika in dievelmintensiv
erforscht werden. Hierzu wurden in Kooperation mit deifB detaillierte Feld-
studien auf Flachen des Raumes Weser-Ems geplant. Als Standafenvewei BDF
(BDF01/02) sowie 14 MonitoringflacherON01-14 ausgewabhlt (siehe Abb. 3-5).

Die BDF, fur die umfangreiche Angaben zur Bewirtschaftung vorlagen
(KLEEFISCH und KUEs 1997), wurden mit Hilfe von Bodenproben des Ober- und
Unterbodens (0—30 cm und 30-90 cm Bodentiefe) und Sicker- bzw. Grundwasser-
proben intensiv untersucht. Ergdnzend konnten hier auch Wirtschaftsdingsucirite
werden. Dagegen beschrankten sich die Monitoringuntersuchungen auf die Beprobung
des Oberbodens (0—30 cm Bodentiefe). Fir diese Flachen lagen kéiebdeor-
mationen und keine Informationen tber ausgebrachte Wirtschaftsdiinger vor.

Bei allen Flachen handelt es sich — typisch fiir diese Region —naoigeaStand-
orte mit relativ hohen Grundwasserstanden (siehe Tab. 3-15), so dasslzdajee
mogliche Verlagerung von Stoffen in das Grundwasser (siehe Abschnijt, 3\Vi3t-
Case“-Bedingungen vorliegen.

Tab. 3-15: Boden§- und Standortparameter der unters  uchten Boden-Dauerbeobachtungs-

flachen

Parameter Einheit BDFO1 BDFO02
Bodentyp Gley-Podsol Podsol
Sand Gewichts-% 91,5 82,6
Schluff Gewichts-% 6,1 15,1
Ton Gewichts-% 2,4 2,3
Corg Gewichts-% 1,55 3,38
N, Gewichts-% 0,11 0,12
KAK-pot * mmolc/kg 106 167
pH (CaCl,) 4,6 4,8
Winter-GW* cm unter Flur ca. 70-80 ca. 180-190
Sommer-GW cm unter Flur ca. 140-150 > 200

¥ Die Bodenparameter sind Mittelwerte aus den Untersuchungen von vier Kernflachen & 256 m?
* Potenzielle Kationenaustauschkapazitét bei pH 8,1
* Grundwasserstand
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34.1 Exposition von Glille und Gullekrusten mit Ant ibiotika

3.4.1.1 Bodendauerbeobachtungsflache BDFO1

Am StandortBDFO1 wurde wahrend des Untersuchungszeitraums regelmaflig Gulle
ausgebracht (siehe Tab. 3—17). Lediglich von zwei der ausgebrachten Kaiiigan
Proben gezogen und auf Antibiotika analysiert werden. Die Ergebnisse Uieter-
suchung sind in Tab. 3—-16 zusammengefasst.

Tab. 3-16: Konzentrationen von Tetracyclinen§ und Su  Ifonamiden§ in verschiedenen
Gullen, aufgebracht auf die BDFO1 in den Jahren 2001 und 2002

Probenahme
Anzahl 2001 2002
Substanz -
[n] Konzentration [mg/kg FS]

(Mittelwert + Standardabweichung)
4-Epi-TC 2 0,65 + 0,02* 0,17 £0,01*
TC 2 3,22+0,33 1,01 £0,02
ATC 2 n. a. 0,20 + 0,01
Iso-CTC 2 < 0,05* n. n.
4-Epi-CTC 2 n. n. n. n.
CTC 2 0,09 + 0,04 n.n.
SDz 2 0,34 £ 0,02 n. n.
SMZ 2 <0,02 n. n.

$OTC sowie STZ, SMR, SMZ, SMPD, SMX und SDM wurden keinmal nachgewiesen
* Quantifizierung erfolgte tiber TC- bzw. CTC-Referenzsubstanz
Abk.: FS, Feuchtsubstanz; n. a., nicht analysiert; n. n., nicht nachweisbar

Tab. 3-17: Gulleausbringung und Frachten der antibi  otisch aktiven Wirkstoffe des
Standorts BDFO1 in den Jahren 2000-2002

Probenahme

2000* 2001 2002
Art des Wirtschaftsdiingers Schweineglille Mischgllle Mischgllle
Trockensubstanzanteil [% TS] 9,7 9,6 9,8
ausgebrachte Gillemenge [m3/ha] 40 40 30
TC [mg/kg TS] 41,2 33,5 14,1%
CTC [mg/kg TS] 1,0 0,9 n. n.
SMz [mg/kg TS] 7,2 n. n. n. n.
SDz [mg/kg TS] 11,3 3,5 n. n.

Daten nach HAMSCHER et al. 2002
#inkl. 4-Epi-TC und ATC
Abk.: TS, Trockensubstanz; n. n., nicht nachweisbar
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Von den drei Tetracyclinen konnten TC und CTC nachgewiesen werden. Neben
TC wurde gleichzeitig auch 4-Epi-TC detektiert. Die Epimierisngsrate lag
zwischen 6 % und 17 %. Auch gelang es, antibiotisch inaktive Abbauprodukigowie
chlortetracyclin (Iso-CTC) und Anhydrotetracyclin (ATC) nachzueeisSDZ und
SMZ waren die einzigen Sulfonamide, die detektiert werden konnten.sDieseh-
weisspektrum wurde spater qualitativ in den Ergebnissen der Bodemghtgrgen
zumindest teilweise wieder gefunden (siehe Abschnitt 3.4.2.1). Mit deittedten
Konzentrationen wurde anhand der jahrlichen Ausbringungsmenge eine Kalkulation
der theoretischen Antibiotikafrachten pro Hektar und Jahr durchgefuhrti Datzken
lediglich die antibiotisch wirksamen Substanzen bericksichtigt. R2sultate dieser
Abschatzung sind in Tab. 3—17 dargestellt.

3.4.1.2 Bodendauerbeobachtungsfliche = BDF02

Auch StandortBDF02 wurde wahrend des Untersuchungszeitraums regelmafig mit
Gulle beaufschlagt (siehe Tab. 3-19). Auch hier konnten lediglich von zwei de
ausgebrachten Gillen Proben eingeholt und auf Antibiotika analysiert wébaen.
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 3—18 zusammengefasst.

Von den drei Tetracyclinen konnten TC und CTC nachgewiesen werden. Neben
TC wurde gleichzeitig auch 4-Epi-TC detektiert. Die Epimierisngsrate lag bei un-
gefahr 15 %. Auch gelang es antibiotisch inaktive Abbauprodukte wie 1so-CTC und
ATC nachzuweisen. Sulfonamide wurden nicht detektiert. Qualitatspeath dies
dem Ruckstandsprofil der Bodenuntersuchungen (siehe Abschnitt 3.4.1.2).

Tab. 3-18: Konzentrationen von Tetracyclinen§ in ver  schiedenen Giillen, aufgebracht auf
die BDFO2 in den Jahren 2001 und 2002

Probenahme
Substanz Anzahl [n] 2001 - 2002
Konzentration [mg/kg FS]

(Mittelwert + Standardabweichung)
4-Epi-TC 2 0,14** 0,19 +0,10"
TC 2 0,82 +0,26 1,21 +0,36
ATC 2 n. a. 0,10 +0,01"
Iso-CTC 2 1,42%* 0,62 +0,06"
4-Epi-CTC 2 n.n. 0,06 + 0,06"
CTC 2 1,51+0,39 0,60 + 0,21
$OTC sowie Sulfonamide (SDZ, STZ, SMR, SMZ, SMPD, SMX, SDM) wurden keinmal nach-
gewiesen
*n=1

# Quantifizierung erfolgte tiber TC- bzw. CTC-Referenzsubstanz
Abk.: FS, Feuchtsubstanz; n. a., nicht analysiert; n. n., nicht nachweisbar
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Tab. 3-19: Gilleausbringung und Frachten der antibi  otisch aktiven Wirkstoffe des
Standorts BDFO02 in den Jahren 2000—2002

Probenahme
2001 2002
Art des Wirtschaftsdiingers Rinder-/Schweinegille k. A.
Trockensubstanzanteil [% TS] 4,1 k. A.
ausgebrachte Gilllemenge [m3/ha] 16 30/15
TC [mg/kg TS] 23,4" k. A.
CTC [mg/kg TS] 36,8 k. A.

*inkl. 4-Epi-TC
Abk.: k. A., keine Angabe, TS, Trockensubstanz

Mit den ermittelten Konzentrationen wurde anhand der jahrlichen Augbrgs-
menge eine Kalkulation der theoretischen Antibiotika-Frachten gidard und Jahr
durchgefiihrt. Es wurden lediglich die antibiotisch wirksamen Substanzéckbieh-
tigt. Die Resultate dieser Abschatzung sind in Tab. 3—19 dargestellt.

3.4.1.3  Monitoringflachen

Auf vier Standorten der Monitoringflachen konnten bei der Probenahme ir@004i
vertrocknete Gllleaggregate gesammelt werden. Die ZusammensetzsegMatrix

war am ehesten mit der von Giille vergleichbar. Die Proben wurden ldeshaler
Analysenmethode fur Gulle aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.5.1) unelsviPLC-
ESI-MS/MS auf Tetracycline und Sulfonamide analysiert. Zur Ausing wurden die
Wiederfindungsraten fur Gulle herangezogen (93,7 % fur OTC, 93,2 % fur TC und
110,6 % fur CTC; vgl. Tab 5-8 in Abschnitt 5.5.1.4). Die Ergebnisse der Untersu
chungen sind in Tab. 3-20 dargestellt.

Tab. 3-20: Vorkommen verschiedener Tetracycline§ in Gullekrusten, gesammelt auf den
Monitoringflachen MONO02, MONO04, MONO8 und MON10 im Mai 2003

Konzentration [mg/kg TS]

Standort  Substanz n (Mittelwert + Standardabweichung) CV Il
MONO02 oTC 3 < 0,05 k. A.
TC 3 1,84 +0,52 28,3
CTC 3 0,13 +0,03 23,1
MONO4 TC 3 1,22 +0,22 18,0
CTC 3 0,05 +0,01 20,0
MONO08 TC 3 2,13 +0,47 22,1
MON10 TC 3 0,08 + 0,02 25,0

% Sulfonamide waren in keiner Probe nachweisbar
Abk.: TS, Trockensubstanz; CV, Variationskoeffizient; k. A., keine Angabe
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Bei vier untersuchten Giullekrusten wurden maximal drei Tetra®ychach-
gewiesen, wohingegen keines der analysierten Sulfonamide detektidenvwannte.
Die Maximalkonzentration fur TC lag bei 2,13 mg/kg und fur CTC bei 0,13 mg/kg.
Die Befunde entsprachen in qualitativer Hinsicht den entsprechengebnissen der
Bodenuntersuchungen dieser Flachen (siehe Abschnitt 3.4.2.3).

3.4.2 Vorkommen und Verbleib von Tetracyclinen und Sulfonamiden in
gullegedingten Béden

3.4.2.1 Boden-Dauerbeobachtungsflache BDFO1

Bereits im Zeitraum von Mai 2000 bis Mai 2001 wurden am StarRIDFR01 Boden-
untersuchungen durchgefiihrt AscHER et al. 2002). Diese Studie sollte im
Rahmen dieser Arbeit durch weitere Probenahmen ergéanzt werden wathbdische
Spektrum um die Substanzgruppe der Sulfonamide erweitert werden.

Ab Juni 2001 wurde diese Flache in halbjahrlichem Abstand bis eirfdattidlai
2004 beprobt (siehe Abschnitt 5.7.1). Die Gesamtdauer der Untersuchungen betru
somit 35 Monate. Auf dem Feld von ungefahr 5 ha waren vier Kernflachenvia
je 16x 16 m markiert, welche unabhangig beprobt wurden. Auf dem Sandboden (siehe
Tab. 3-15) der Ackerflache wurde wéahrend des Untersuchungszeitraums vacthehmli
Mais und/oder Wintergetreide kultiviert. Abhéngig von der Kultivierung watie
einzelnen KF unterschiedlich oft von Dingemalinahmen betroffen. Die ausgebrac
Gulle war Schweine- oder Mischgille. Die Beprobungen fanden — fur aleeifer
Begullung — jeweils nach den Dingemaf3nahmen im Frihjahr und Herbst statt.

Die Bodenproben wurden mit der in Abschnitt 5.5.2 beschriebenen Methode auf
Tetracycline (OTC, TC, CTC), Tylosin und Sulfonamide (STZ, SBZZ, SMR,

SMZ, SMPD, SDM, SMX) mittels HPLC-MS/MS untersucht. Aierte wurden um
die mittlere Wiederfindung im Boden korrigiert (siehe Tab. 5-9 umdvHCHER

et al. 2002) und auf die Trockensubstanz bezogen. Die angegebenen Wertaifisgr TC
CTC stellen die Summe aus der Muttersubstanz und deren 4-Epimer dar.

Die Ergebnisse der insgesamt sieben Probenahmen des Standodes si
Tab. 3-21 und Abb. 3—6 zusammengefasst. Die bei den Probenahmen vom 20.11.01,
30.05.02 und 19./20.11.02 unterschiedliche Gulleausbringung auf den jeweiligen KF
(siehe Tab. 3-21) spiegelte sich nicht in deren Einzelwerten wiedeer Tabelle
wurden deshalb die Mittelwerte aller KF pro Bodensegment angegeben. Die
Substanzen TC, CTC und SMZ konnten zu jedem Probenahmezeitpunkt nacbgewies
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werden, wobei die hochsten Konzentrationen fir TC gefunden wurden. Die Rick-
stande waren jeweils im humusreichen Oberboden (0—30 cm) lokalisierereidzelt
in der Grenzschicht aus Pflughorizont (30—40 cm) und Unterboden. Dahingegen ware
in den tieferen Bodenschichten (> 40 cm) keine der oben genannten Antibiotika
nachweisbar. OTC, TYL und weitere sechs Sulfonamide (STZ, SDZ, SMR,
SMPD, SDM, SMX) wurden in keiner Probe detektiert.

Insgesamt wurde fir TC bei 58 % der positiven Einzelproben der Wert von
100 pg/kg uberschritten. Die Kernflachenmittelwerte der Bodentiefen 0—-1Q@&m
20 cm und 20-30 cm waren in 57,1 %, 71,4 %, und 85,7 % von sieben Probenahmen
grofRer als 100 pug/kg. Ein signifikanter Unterschied zwischen diesen tikdderwar
nicht feststellbar (siehe Tab. 3-21).

Die Konzentrationen fur TC waren dabei deutlich héher als fur CTeCsidh im
Bereich der Bestimmungsgrenze von 5 pg/kg bewegten (siehe Tab. 3-21).

SMZ war lediglich bei drei Probenahmen Uber alle vier Kernflactaemweisbar.
Die Konzentrationen lagen dann zwischen 0,5 und 2 pg/kg (siehe Tab. 3-21). Der
Maximalwert fur Sulfamethazin von 3,0 pg/kg trat bei der Probenahme2@oti.01
auf.

zu Seite 60 quer:

Tab. 3-21: Gesamtergebnisse der Bodenuntersuchunge n am Standort BDFO1 bei
sieben halbjahrlich aufeinander folgenden Probenahm en

Angegeben sind die berechneten mittleren Konzentrationen (Mittelwerte + Stan-
dardabweichungen) in den einzelnen Bodentiefen aus vier unabhangigen
Beprobungen der definierten Kernflachen (KF1-4). Die vier KF von je 16 x 16 m
liegen innerhalb eines Areals von 100 x 100 m auf einer etwa 5 ha grof3en land-
wirtschaftlichen Nutzflache.
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Abb. 3-6: Vorkommen von Tetracyclin, Chlortetracycl in und Sulfamethazin im Oberboden
einer landwirtschaftlichen Nutzflache (  BDFO1). Ergebnisse der Feldstudie von
Juni 2001 bis Mai 2004.

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte + Standardabweichungen aus den
Werten nach Tab. 3-21 der Bodentiefen 0—10 cm, 10—20 cm und 20-30 cm.

Das Ruckstandsprofil in Abb. 3-6 verdeutlicht die Grol3enordnung der mittleren
Gehalte im Oberboden (0—30 cm) der einzelnen Antibiotika zueinanaeGE&samt-
belastung an TC lag fur alle sieben Zeitpunkte Gber 100 pug/kg. Die hddhstte
traten jeweils im Fruhjahr zu Beginn einer VegetationsperiodeRiafrelative Ab-
nahme der mittleren TC-Belastung im November betrug im Jahr 2001 3@ %ghr
2002 59 % und im Jahr 2003 34 %. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum waren
die Konzentrationen fur TC dabei rechnerisch 17-fach hoéher als furu@dGogar
246-fach hoher als fur SMZ.

3.4.2.2 Boden-Dauerbeobachtungsflache BDF02

Der StandorBDF02 wurde erstmalig im November 2001 in halbjahrlichem Abstand
bis einschliel3lich November 2003 beprobt. Die Gesamtdauer der Untersuchengen b
trug somit 24 Monate. Auf der Flache wurden wiederum vier markidftenalog zu
BDFO01, nach der in Abschnitt 5.7.1 beschrieben Methode beprobt. Die Bodenproben
wurden auf Tetracycline, Tylosin und Sulfonamide hin untersucht. AddgeNvurden

um die mittlere Wiederfindung im Boden korrigiert (siehe Tab. 5-9 umsh $iCHER

et al. 2002) und auf die Trockensubstanz bezogen. Die angegebenen Werteufigk TC
CTC stellen die Summe aus der Muttersubstanz und deren 4-Epimer dar.
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Tab. 3-22: Gesamtergebnisse der Bodenuntersuchungen am Standort BDF02 bei funf
halbjahrlich aufeinander folgenden Probenahmen

Angegeben sind die berechneten mittleren Konzentrationen (Mittelwerte + Standard-
abweichungen) in den einzelnen Bodentiefen aus vier unabhangigen Beprobungen
der definierten Kernflachen (KF1-4). Die vier KF von je 16 x 16 m liegen innerhalb
eines Areals von 100 x 100 m auf einer etwa 5 ha grof3en landwirtschaftlichen

Nutzflache.
Gulleausbring
ung
Gille [m */ha] 16/20 30/15 k. A. k. A. k. A.
. 20.02.2001/ 23.04.2002/
Zeitpunkt k. A. k. A. k. A.
10.04.2001  11./12.06.2002
Kernflachen KF1-4 KF1-4 k. A. k. A. k. A.
. Probenahme
Bodentiefe
[cm] 20.11.2001 14.06.2002 19.11.2002 28.04.2003 25.11.2003
TC* [ug/kg TS]
00-10 8< 5,0 44,9 + 36,3 10,2+2,5 23,8+6,3 11,7+2,4
10-20 6,9+ 3,0 159+14 13,0+5,2 8,4%3,.2
20-30 11,4+28 112+24 95%+19 74+£20
30-60 n.n. n. n. n. n. n. n. n. n.
60-90 n. n. n. a. n. a. n. a. n. a.
CTC* [pg/kg TS]
00-10 %6,0" +1,7 41,1 +33,1 90+17 90+25 10,3+1,1
10-20 6,9%+4,8 12,5+1,3 10,2 £3,9 9,0£4,0
20-30 7,7+1.2 10,4+ 1,3 6,0°+2,3 72" +2,7
30-60 n.n. n. n. n. n. n. n. n. n.
60-90 n. n. n. a. n. a. n. a. n. a.

* inklusive des 4-Epimers

#1 Einzelwert ¢, < BG

# 2 Einzelwerte c, < BG

3 Einzelwerte c, < BG

Abk.: k. A., keine Angabe; n. n., nicht nachweisbar; n. a., nicht analysiert

Zur Berechnung: wenn c, < BG, dann c¢,:;= NWG; wenn ¢, < NWG, dann c¢,;:=0

Die Ergebnisse der BodenuntersuchungenBii@02 sind in Tab. 3—22 und Abb.
3—7 dargestellt. Fur alle Probenahmezeitpunkte konnten die Substanzen TCQnd CT
in etwa gleichen Verhaltnissen nachgewiesen werden. Die Ruckstamden aus-
schlieB3lich im humusreichen Oberboden (0—30 cm) detektiert, wohingegen im Unte
boden keine der analysierten Antibiotika nachweisbar waren. OTC,uhdLSulfon-
amide (STZ, SDZ, STZ, SMZ, SMR, SMPD, SDM, SMX) wurden in keidmbe
detektiert.
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Abb. 3-7:  Vorkommen von Tetracyclin und Chlortetrac  yclin im Oberboden einer
landwirtschaftlichen Nutzflache ( BDF02). Ergebnisse der Feldstudie von
November 2001 bis 2003.

Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte + Standardabweichungen aus den
Werten nach Tab. 3—-22 der Bodentiefen 0—10 cm, 10—20 cm und 20-30 cm.

Im Vergleich zu StandorBDFO1 wurden hier wahrend des gesamten Untersu-
chungszeitraums wesentlich niedrigere Konzentrationen im Boden naekgawDie
Mittelwerte der Kernflachen bewegen sich nahe der Bestimmungsgneihzsner
Spannweite von 16,4 pg/kg fur TC und von 12,6 pg/kg fur CTC. Zwischen den Werten
der Probenahmen im Fruhjahr und im Herbst bestand kein signifikantersthiésl.

Die Spitzenwerte fur TC und CTC betrugen 98,9 bzw. 89,3 ng/kg. Die Maxartal
lagen somit im Bereich von 100 pg/kg, uberschritten wurde dieser Wert aber nie.

3.4.2.3  Monitoringflaichen MONO01-14

Die 14 zuséatzlichen MonitoringflacheMQONO01-14 wurden ausgewahlt, um eine
raumliche Ausdehnung der Bodenuntersuchungen zu erzielen. Die Flachenrwaren i
Umfeld vonBDF01 angesiedelt (Abstand Luftlinie 0,2-5 km, siehe Abb. 3-5). Bei den
Boden handelte es sich ausschlief3lich um Sandbdden (siehe Tab. 3-28jemxare

Anbau von Mais zeigte zudem an, dass es sich um Flachen viehhalBsidebe
handelte.
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Tab. 3-23: Bodenparameter und bei der Beprobung vor  handene Feldfriichte fiir die
Monitoringflachen ( MON)

Flache Bodentyp Bodenart * Feldfrucht
MONO1 Gley-Podsol Ss Mais
MONO02 Gley-Podsol Ss Getreide
MONO3 Gley Ss Mais
MONO04 Plaggenesch uber Gley Ss Mais
MONO5 Gley Ss Mais
MONO6 Gley-Podsol Ss Mais
MONO7 Gley-Podsol Ss Mais
MONO08 Gley-Podsol Ss Mais
MONO09 Gley-Podsol Ss Mais
MON10 Gley-Podsol Ss Mais
MON11 Plaggenesch lber Gley SI2 Getreide
MON12 Gley-Podsol Ss Getreide
MON13 Gley-Podsol Sl4 Getreide
MON14 Gley-Podsol Ss Mais

#Bodenartbezeichnung nach AG BODEN (1996)

Die Monitoringflachen wurden erstmalig ab Juni 2002 bis einschlieBlail2004
insgesamt viermal beprobt. Die Gesamtdauer der Untersuchungen batniig24
Monate. Die Probenahme wurde wie unter Abschnitt 5.6.1 beschrieben durchgefuhrt.
Die Bodenproben wurden auf Tetracycline, Tylosin und Sulfonamide hin urttersuc
Alle Werte wurden um die mittlere Wiederfindung im Boden korrigigiehe Tab. 5-9
und HAMSCHER et al. 2002) und auf die Trockensubstanz bezogen. Die angegebenen
Werte fir TC und CTC stellen die Summe aus der Muttersubstahderen 4-Epimer
dar.

Insgesamt kénnen auf den 14 Flachen wahrend bei des gesamten Untersuchungs-

zeitraums von 11 untersuchten Antibiotika bis zu funf auf einer EIRENC, TC,
CTC, SDZ und SMZ) nachgewiesen werden, wobei lediglich eine FIEDN06
keine Ruckstande enthielt. In Abb. 3-8 ist die Haufigkeitsverteilunyad&emmens
aller nachgewiesenen Antibiotika nach Konzentrationsbereichen ddlty&sraus ist
ersichtlich, dass die Sulfonamide (SDZ und SMZ) haufiger in idautiiedrigeren
Konzentrationen im Boden vorliegen als die detektierten Tetracy@i€, TC und
CTC).



Ergebnisse 65

100

I OTC ] TC I CTC ] SbZ I SMZ
80

60

40

20

. I

<NWG NWG-BG BG-10 pg/kg  10-100 pg/kg > 100 pg/kg

Haufigkeit [% von 168 Proben]

Konzentrationsbereich

Abb. 3-8: Haufigkeitsverteilung des Vorkommens einze Iner Antibiotika im Oberboden
(0—30 cm Bodentiefe) der 14 Monitoringflachen beiv  ier Probenahmen,
geordnet nach Konzentrationsbereichen.

Tab. 3-24 zeigt detailliert die Haufigkeitsverteilungen und Konzentratiogishe
fur jede einzelne Flache. SDZ wurde lediglich bei zwei Bpipben der Flache
MONO2 nachgewiesen. SMZ war in nahezu 50 % der untersuchten Proben nachweis
bar, mit einer Maximalkonzentration von 4,5 pg/kg. Fur OTC, das auf den BDF n
detektiert werden konnte, wurde fir 12 Proben ein positiver Nachweislarbirber
lag der hochste Wert bei 26,8 pg/kg. TC und CTC wurden wie schon auf dearBDF
haufigsten und mit den hochsten Konzentrationen bestimmt. Die Konzentnatione
lagen hier in annahernd 50 % der Falle zwischen 10 pg/kg und 100 pg/kg. Der maxi-
male CTC-Befund war 93,0 ug/kg und der maximale TC-Befund 443,2 pug/kg. Der
zeitliche Konzentrationsverlauf dieser beiden Substanzen ist in3ABbdargestellt.
Daraus geht deutlich hervor, dass sich die Rickstéande Uber einenrdeioawwei
Jahren auf einem vergleichbaren Niveau bewegen.
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Tab. 3-24: Konzentrationsbereiche detektierter Antib  iotika im Oberboden (0-30 cm Boden-
tiefe) der einzelnen Monitoringflachen* ( MON) untersucht zwischen Juni 2002

und Mai 2004
Anzahl [n] Anzahl [n] Min Median Max
Standort Substanz

gesamt > NWG [hg/kg] [Hg/kg] [Hg/kg]

MONO1 TC 12 12 10,1 23,2 96,3
CTC 12 10 <5,0 6,6 11,0

SMZ 12 12 <20 <2,0 4.5
MONO02 oTC 12 3 <5,0 <5,0 <5,0
TC 12 12 30,3 55,6 196,9

CTC 12 12 8,5 15,5 21,6
SDz 12 2 <5,0 <50 <50
SMz 12 8 <20 <2,0 <2,0

MONO03 TC 12 12 6,4 16,9 27,9
CTC 12 12 7,2 14,1 231
SMz 12 1 <20 <2,0 <2,0

MONO4 TC 12 12 16,1 24,8 78,8
CTC 12 12 10,2 17,8 32,2

SMz 12 11 <20 <2,0 2,2

MONO5 TC 12 9 <5,0 53 14,6
CTC 12 11 <5,0 54 16,8

MONO7 TC 12 3 <5,0 53 5,6
CTC 12 1 <50 <5,0 <5,0

MONO08 TC 12 12 5,8 10,3 14,6
CTC 12 12 7,3 10,2 18,1
SMZ 12 9 <20 <2,0 <2,0
MONO09 TC 12 12 7,2 19,5 168,5

CTC 12 9 <5,0 53 7,2
SMZ 12 12 <20 <2,0 <2,0

MON10 TC 12 6 6,5 8,4 9,8
CTC 12 9 <5,0 6,3 23,6
SMZ 12 1 <20 <2,0 <2,0

MON11 oTC 12 8 <5,0 <5,0 26,8
TC 12 12 35,3 73,8 350,6

CTC 12 9 <50 <5,0 8,0
SMZ 12 4 <20 <20 <20
MON12 TC 12 12 13,9 44,1 116,0
CTC 12 12 33,8 50,9 93,0
SMZ 12 11 <20 <2,0 <2,0
MON13 oTC 12 1 <50 <5,0 <5,0
TC 12 12 <5,0 6,0 38,7

CTC 12 12 9,1 11,9 27,1
SMz 12 7 <20 <2,0 <2,0
MON14 TC 12 12 64,2 253,2 443,2
CTC 12 12 7,3 13,7 71,3
SMZ 12 7 <20 <2,0 <2,0

* MONO6 ohne Positivbefund; Abk.: NWG, Nachweisgrenze; Min/Max, unterer/oberer Extremwert
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Zeitlicher Verlauf der Tetracyclin- (oben

) und Chlortetracyclinkonzentrationen
(unten) im Oberboden der 14 Monitoringflachen bei v ier Probenahmen von Juni
2002 bis Mai 2004.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Beprobungen fir die
Bodentiefen 0-10 cm, 10-20 cm und 20-30 cm

Zur Berechnung: wenn c, < BG, dann c¢,:= NWG; wenn ¢, < NWG, dann c¢,:=0
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3.4.3 Eintrag von Tetracyclinen und Sulfonamiden in Sicker- und
Grundwasser Uber Gille und gtillegediingte Boden

3.4.3.1  Standort Boden-Dauerbeobachtungsflache = BDFO1

Am StandortBDFO01 wurden in den Jahren 2002 bis 2004, jeweils im Frihjahr und im
Herbst, an vier unabh&ngigen Entnahmestellen mittels Saugsonden Sic&erwass
proben entnommen. Die mit einer Nylonmembran versehenen Saugsondanirware
1,4-m-Bodentiefe lokalisiert. Aufgrund des hohen Grundwasserstandesaanoi$t

und der Lage der Saugsonden konnte man von einer Verdinnung der Proben mit
Grundwasser ausgehen, weshalb im Folgenden von oberflachennahem Grundwasse
gesprochen wird. Jede gesammelte Probe wurde geteilt und pavdlellfonamide

und Tetracycline untersucht.

Von den sieben analysierten Sulfonamiden wurde ausschliel3lich SMfenach
wiesen; die Ergebnisse fur diese Substanz zeigt Abb. 3—10 (untery).niedtiger
Konzentrationen im Oberboden (max. 3,0 ug/kg, siehe Abschnitt 3.4.2.1) wurde SMZ
relativ kontinuierlich in das oberflachennahe Grundwasser (1,40 m) eigmtnanit
Konzentrationen von maximal 0,24 pg/L. Bei einer Nachweisgrenze von 0,01 pg/L
wurde lediglich bei 8 von 60 analysierten Einzelproben SMZ nicht detel@ei 25
Proben war SMZ eindeutig nachweisbar und in 45 % aller Untersuchbegegy die
Konzentration mindestens 0,05 pug/L, der Bestimmungsgrenze dieser Substanz fir
dieses Verfahren.

Die Ergebnisse der Untersuchungen an oberflachennahem Grundwasséraauf Te
cycline sind in Abb. 3-10 (oben) dargestellt. In den Wasserproben liefdetraiz
optimierter Probenahme zun&chst keine Tetracycline oberhalb der &lagremze
von 0,05 ug/L detektieren. Erstmalig konnte wahrend der Sammelperiodenter W
2003 bei drei aufeinander folgenden Probenahmezeitpunkten TC bis zu eier max
malen Konzentration von 0,14 pg/L detektiert werden (siehe Abb. 3-10 oben und
Abb. 3-11). Die Befunde bei den folgenden zwei Probenahmen im Frihjahr 2004
waren dagegen wiederum negativ. In Abb. 3-11 ist das rekonstruierte Homaae
togramm und das zugehérige Massenspektrum einer Probe, deren TC-@Gihalt
0,1 pg/L quantifiziert wurde, dargestellt. Als Identifizierungskrgeriwurden hier
sogar die strengen Mal3gaben der Entscheidung 2002/657/EG zugrundegelegt, welche
lediglich fur den Lebensmittelsektor verpflichtend sind.
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Abb. 3-10: Eintrag von Tetracyclin (oben) und Sulfa  methazin (unten) in oberflachennahes
Grundwasser (1,40 m Bodentiefe). Ergebnisse der Gru  ndwasserbeprobung mit
Saugsonden aus Nylon (K) von Frihjahr 2002 bis 2004  an den vier
unabhéngigen Entnahmestellen 1-4 des Standortes BDFOL1.

Zur Berechnung: wenn ¢, < BG, dann c¢,:= NWG; wenn ¢, < NWG, dann ¢,;:=0
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Abb. 3-11: Analyse einer Wasserprobe (oberflachenna  hes Grundwasser) auf Tetracyclin
mittels HPLC-ESI-MS/MS.

(A) Rekonstruiertes lonenchromatogramm einer Probe (BDFO1; Probenahme:
16.01.2004; Entnahmestelle: 1K) die 0,1 pg/L TC ent hielt.

(B) Dazugehoriges MS/MS-Spektrum dieser Probe.

(C) Referenzspektrum einer methanolischen Standardl ~ dsung mit einer
Absolutmasse von 0,1 ng TC.

Trennséule Waters ,Puresil C18" (150 x 4,6 mm, 5 um), FlieBmittel A/B,
Fluss 1 mL/min, Gradient 1, MS/MS-Modus auf m/z 445 (TC) (Methode 2)

3.4.3.2  Standort Boden-Dauerbeobachtungsflache = BDF02

Am StandortBDF02 wurde wahrend des Untersuchungszeitraums oberflachennahes
Grundwasser mittels Peilbrunnen sowie Saugsonden gesammelt undracyclime
und Sulfonamide untersucht.

In den analysierten Wasserproben, die Uber Peilbrunnen in einenvdiefz,5 m
bzw. 3,5 m unter der Gelandeoberflache gezogen wurden, konnten keine Tiegacyc
nachgewiesen werden. Dagegen war in allen analysierten Proben Bkidenmaxi-
malen Konzentration von 0,09 pg/L nachweisbar (siehe Tab. 3-25).
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Tab. 3-25: Ergebnisse der Grundwasserbeprobung tber Peilbrunnen (P) im Herbst 2002
und im Frihjahr 2003 am Standort BDF02

Probenahme Sonde Sondenart GW [m] SMZ [pg/L] SA*[ug/L] TC ®[ug/L]

19.11.2002 P1 Teflon 2,00-2,50 <0,05 n. n. n. n.
19.11.2002 P2 Teflon 2,00-2,50 < 0,05 n. n. n. n.
19.11.2002 P3 Teflon 1,95-2,50 <0,05 n. n. n. n.
28.04.2003 P1 Teflon 2,05-3,50 0,09 n. n. n. n.
28.04.2003 P2 Teflon 2,00-3,50 0,09 n. n. n. n.
28.04.2003 P3 Teflon 2,10-3,50 n. a. n. a. n. a.

* Sulfonamide (SDZ, STZ, SMR, SMZ, SMPD, SDM, SMX)
$ Tetracycline (OTC, TC, CTC)
Abk.: GW, Grundwasserstand; n. n., nicht nachweisbar; n. a., nicht analysiert

Tab. 3-26: Ergebnisse der Sickerwasserbeprobung iibe  r Saugsonden aus Nylon (K) im
Frihjahr und Herbst 2003 sowie im Frihjahr 2004 am  Standort BDF02

Probenahme Sonde Sondenart  Tiefe[m] SMZ[ug/L] SA* [ug/L] TC ®[ug/L]

17.04.2003 K1 Nylon 1,2 < 0,05 n. n. n. n.
17.04.2003 K2 Nylon 1,2 < 0,05 n. n. n. n.
17.04.2003 K3 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
17.04.2003 K4 Nylon 1,2 < 0,05 n. n. n. n.
29.04.2003 K1 Nylon 1,2 n.n. n.n. n. a.
29.04.2003 K2 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
29.04.2003 K3 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
29.04.2003 K4 Nylon 1,2 < 0,05 n.n. n. a.
30.10.2003 K1 Nylon 1,2 <0,05 n. n. n. n.
30.10.2003 K2 Nylon 1,2 < 0,05 n. n. n. n.
30.10.2003 K3 Nylon 1,2 <0,05 n. n. n.n.
30.10.2003 K4 Nylon 1,2 <0,05 n. n. n. n.
04.02.2004 K1 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. a.
04.02.2004 K2 Nylon 1,2 n.n. n. n. n. n.
04.02.2004 K3 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
04.02.2004 K4 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
18.02.2004 K1 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. a.
18.02.2004 K2 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
18.02.2004 K3 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
18.02.2004 K4 Nylon 1,2 n.n. n. n. n. n.
04.03.2004 K1 Nylon 1,2 n. a. n. a. n. a.
04.03.2004 K2 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
04.03.2004 K3 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. n.
04.03.2004 K4 Nylon 1,2 n. n. n. n. n. a.

* Sulfonamide (SDZ, STZ, SMR, SMZ, SMPD, SDM, SMX)
¥ Tetracycline (OTC, TC, CTC)
Abk.: n. n., nicht nachweisbar; n. a., nicht analysiert
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Die Untersuchung der zu einem spateren Zeitpunkt gesammeltenv&isker
dieser Flache fuhrte zu einem vergleichbaren Ergebnis (siehe Tab. BeR@)sge-
samt 15 analysierten Proben wurden wiederum keine Tetracycline dbdenallach-
weisgrenze von 0,05 pg/L detektiert, gleichzeitig war Sulfamethazireln als 50 %
der Sickerwasser nachweisbar.

3.4.4 Erganzende Modellversuche zur Untersuchung der Sorptions-
prozesse von Tetracyclin und Sulfamethazin in Sandbo den

Zur Bestimmung der Mobilitat von matrixgebundenen Ruckstanden wurden in
Anlehnung an dieOECD Richtlinie 106(OECD 2000) Adsorptions-/Desorptions-
Experimente entwickelt. Als Testmatrix wurde ein Sandboden nginéren TC-
(316 pg/kg) und SMZ-Rickstanden (1,86 pg/kg) verwendet (siehe Abschnitt 5.2.3.7).
Der in der Richtlinie beschriebene Hintergrundelektrolyt ist eine Ki,@aC-
Lésung. Da Tetracycline zur Komplexbildung mit zweiwertigen Mdtaiken neigen

und dadurch eine Verfalschung der Ergebnisse zu erwarten war, wurdésrsiiehe
gleichzeitig mit Regenwasser (siehe Abschnitt 5.2.3.7) als Siongéisung durch-
gefuihrt. Die Ergebnisse dieser Desorptionsexperimente sind in Tab. Jg2ftdht.
Hieraus war erstens ersichtlich, dass der Hintergrundelekfiwlglie Desorption von

TC einen signifikanten Einfluss ausibt, wohingegen die Desorption von Sibh da
unbeeinflusst bleibt. Zweitens zeigte sich, dass SMZ eine 20Héabere Mobilitat
aufweist als TC, das trotz hoherer Rickstandskonzentration anndhdrnextiahiert
werden konnte.

Tab. 3-27: Mobilitat fur Tetracyclin und SMZ in San  dboden ermittelt durch
Desorptionsexperimente

E i tl E i t2
Riickstands- - b'xpterlmen - b>fpetr|men
Substanz konzentration esor |er_e Mobilitat esor |er. € Mobilitat
Konzentration Konzentration
[Mg/kg Boden] [%] [%]
[hg/kg] [Hg/kg]
Methode A (Regenwasser)
TC 316,0 £ 122,2 14+1,3 0,4+0,3 1,0+0,7 0,3+0,1
SMZ 1,86 £ 0,51 0,16 £ 0,09 8,4+ 3,6 0,14 +0,11 79+£5,1
Methode B (0,01 M CacCl ,)
TC 316,0 £ 122,2 14+1,3 n. d. 1,0+0,7 n. d.

SMZ 1,86 + 0,51 0,15+ 0,06 88+4,1 0,15+ 0,04 8,7+3,3
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Abb. 3-12: Doppelt logarithmische Darstellung der Freundlich -lIsotherme flr die Adsorption
von Tetracyclin und Sulfamethazin in Sandboden (log Cs =log K¢+ 1/n - log C ).

Dargestellt sind die logarithmierten Gleichgewichtskonzentrationen der um die Hinter-
grundkonzentrationen korrigierten Ergebnisse. Es wurden eine Leerldsung und vier
Ausgangslésungen von 0,04 mg/L, 0,2 mg/L, 1,0 mg/L und 5,0 mg/L der Substanzen
in Regenwasser hergestellt. Die Versuche wurden fir die nicht-modifizierte Matrix-
probe und fur jede Konzentrationsstufe in Doppelbestimmung durchgefihrt.

Aufgrund der Ergebnisse der Desorptionsexperimente, wurde zur nachfolgenden
Bestimmung der Adsorptionskoeffzienten das Regenwasser als dekm@fdigste
und praxisnaheste Hintergrundanalyt angesehen. Die Freundlich-Isothefenien
fur beide Substanzen reproduzierbare Ergebnisse (siehe Abb. 3-12). diiranite
heitsmal3e der beiden Regressionen deuten auf einen linearen Zusangmimha
beide Verbindungen hin. Die ermittelten-Werte (siehe Tab. 3-28) sind dabei in
gualitativer Hinsicht vergleichbar mit denen in der Literdiaschriebenen @LLS
2001), die grundsatzlich auf Basis d@ECD Richtlinie 106(OECD 2000) erstellt
wurden.

Tab. 3-28: Ergebnisse der Freundlich -Parameter* aus der Berechnung linearer
Regressionen fir die Adsorptionsisothermen von Tetr acyclin und Sulfamethazin
in Sandboden

Substanz K ¢ [L/kg] 1/n r?
TC 384,2 0,9585 0,9759
SMzZ 2,2 0,6014 0,9419

* K¢, Freundlichsche Adsorptionskonstante; n, Linearitatsfaktor (n = 1: linear)
Abk.: r?, BestimmtheitsmaR der Regression
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Insgesamt bestétigten diese Modellversuche die Beobachtungen der Feldunter
suchungen (siehe Abschnitte 3.4.2.1-3.4.2.2, 3.4.3). Fur SMZ wurde in dem Sand-
boden eine geringe Sorptionsneigung als fir TC und damit eine grof3eratidbbil
festgestellt. Dagegen wurde TC sehr stark an die Bodenmatrix gebundeeigted
damit eine geringere Mobilitat.



Ergebnisse 75

3.5 Aquakulturen

Im Rahmen einer Screening-Studie ,Aquakulturen in Niedersachsendikmot vom
Veterinarinstitut fur Fische und Fischwaren Cuxhavees Niedersachsischen
Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsichgtt®{ES wurden bei 15
Fischhaltungsbetrieben mit Forellenteichwirtschaft Proben vonhwégsern und
-sedimenten entnommen (siehe Tab. 3-29). Insgesamt wurden 15 Wasbseko
Sediment-Proben auf Rickstande von Tetracyclin- und Sulfonamidantibioti&e unt
sucht. Die Wasserproben wurden mittels SPE (siehe Abschnitt 5.6rdldie Sedi-
mentproben mittels Flussig/Flussig-Extraktion (siehe Abschriit?2.1) aufgearbeitet
jede und jede Probe mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methoden 2—-3 und 5, Abetodnitt
5.1.4.5) einfach analysiert. In allen untersuchten Wasserproben laggulidieamid-

und Tetracyclinkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen (0,01 pg/L bzw
0,05 ug/L). Ebenso waren keine Sulfonamide in den analysierten Sedimentproben
nachweisbar (NWG: 0,5-1,0 pg/kg). In 4 von 10 untersuchten Teichsedimenten
wurden OTC und/oder CTC nachgewiesen, wohingegen TC in keiner Probe detektier
wurde (siehe Tab. 3—-30).

Tab. 3-29: Standortbeschreibungen der untersuchten Aquakulturen in Niedersachsen

Betriebsgrofle Anwendung von Probenahme

Standort ) Nutzung -
(Jahresproduktion) [t/a] TAM vor der Beprobung ~ Sediment ' Wasser*

Aqua01l > 50 gewerblich < 3 Monate (TMP/SA) v v
Aqua02 10-20 gewerblich < 12 Monate v v
Aqua03 25-50 gewerblich < 12 Monate v v
Aqua04 5-10 gewerblich nein v v
Aqua05 <5 Forschung nein v v
Aqua06 25-50 gewerblich 6-12 Monate (TMP/SA) n. b. v
Aqua07 10-25 gewerblich nein n. b. v
Aqua08 10-25 gewerblich > 12 Monate n. b. v
Aqua09 <5 Hobby nein n. b. v
Aqualo 25-50 gewerblich < 6 Monate v v
Aquall 25-50 gewerblich nein v v
Aqual?2 25-50 gewerblich nein n. b. v
Aqual3 > 50 gewerblich > 12 Monate (TMP/SA) v v
Aqual4d 5-10 gewerblich 6-12 Monate v v
Aquals 25-50 gewerblich nein v v

" Beprobung mit Sedimentstecher

¥ Beprobung von Teichwasser, nicht im Bereich der Zu- oder Ablaufe

Abk.: TAM, Tierarzneimittel; TMP/SA, Trimethoprim/Sulfonamid-Praparat; n. b., nicht beprobt, da
Betonteich
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Tab. 3-30: Antibiotikakonzentrationen in Teichsedime  nten und —wassern bei Aquakulturen
in Niedersachsen

Sediment Teichwasser

Standort oTC TC CTC SA' TC? SA'

[Mg/kg TS]  [pg/kg TS]  [Mg/kg TS]  [pg/kg TS] [ug/L] [g/L]
Aqua0ll n.n. n. n. <5,0 n. n. n.n. n. n.
Aqua02 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n
Aqua03 18,5 n. n. <5,0 n. n. n.n. n.n
Aqua04 n.n. n. n. 25,8 n. n. n. n. n.n
Aqua05 n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n
Aqua06 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n
Aqua07 n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n
Aqua08 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n
Aqua09 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n
AqualO n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n
Aquall 7,0 n.n. 6,8 n.n. n. n. n.n
Aqual2 n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n
Aqual3 n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n
Aquald n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n
Aquals n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n

" Sulfonamide (SDZ, STZ, SMR, SMZ, SMPD, SDM, SMX)
¥ Tetracycline (OTC, TC, CTC)
Abk.: n. n., nicht nachweisbar



Ergebnisse 77

3.6 Feldstudien zum Vorkommen von Tetracyclinen, Su  Ifon-
amiden, Tylosin und Chloramphenicol in Stallstauben

3.6.1 Schweinemastbetrieb

Der Schweinemastbetrieb mit einer Besatzzahl von 350-420 Masisehwg@0—

110 kg Lebendgewicht) wurde in den Jahren 1981-2000 kontinuierlich beprobt. Es
wurden ausschlief3lich Sedimendationsstdube gesammelt. Die Probeedblpe

nach der in Abschnitt 5.5.1 beschriebenen Methode im Abstand von 14-28 Tagen.
Innerhalb eines Jahres wurden so 10-15 Proben gesammelt, von denen jeereils e
Probe zur Analyse zuféllig ausgewéhlt wurde. Die Staubproben wurdeonppeb
bestimmung mittels Flissig/Fllssig-Extraktion aufgearbeiteh¢sAbschnitt 5.5.4.1)

und jede Teilprobe mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methoden 1-4, siehe Alschni
5.1.4.5) einfach analysiert. Mit Ausnahme von CAP (siehe unten), wurldeArs-

lyten Uber eine externe Standardkalibrierung bestimmt und die Ergebmis die
substanzspezifischen mittleren Wiederfindungsraten korrigiert.

Bei der CAP-Analyse kam es aufgrund eines Matrixeffektes, an signifikanten
Signalerhéhung um den Faktor 2—3 (siehe Abschnitt 3.3.3.1). Die drei CAR«OSI
Proben wurden deshalb mittels Standardaddition (siehe Abb. 3—13) bestumb-Z
sicherung dieser Befunde wurde fir die im MS/MS-Modus CAP-pesitiProben
zusatzlich ein M&Experiment durchgefiihrt (Methode 4, siehe Abschnitt 5.1.4).
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Abb. 3-13: Standardadditionsverfahren zur Bestimmung
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(A) Staubprobe aus dem Jahr 1989, dotiert mit CAP

zu Konzentrationen von
1 mg/kg, 2,5 mg/kg und 5 mg/kg Staub.

(B) Staubprobe aus dem Jahr 1991, dotiert mit CAP

zu Konzentrationen von
1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg und 10 mg/kg Staub.

(C) Staubprobe aus dem Jahr 1992, dotiert mit CAP

zu Konzentrationen von
1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg und 10 mg/kg Staub.

von Chloramphenicol in Stauben.
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Die Ergebnisse dieser retrospektiven Studie sind in Tab. 3-32 und Abb. 3-14
dargestellt. In 18 von insgesamt 20 Proben wurden bis zu funf verschieddne-Ant
tika nachgewiesen. Die berechneten Gesamtkonzentrationen lagen wandien
0,2 mg/kg und 12,5 mg/kg Staub. Chromatogramme und Massenspektren einer Teil-
probe, in der funf Antibiotika detektiert wurden, sind bereits in Abb. 3-4igjeze
worden. In 80 % der Proben wurde TYL nachgewiesen, wovon in drei Proben Kon-
zentrationen > 5 mg/kg bestimmt wurden. In 13 Proben war SMZ mit Kbvaienen
bis zu 2,9 mg/kg vorhanden. In 12 Proben war mindestens eines delydiateac
quantifizierbar, die Konzentrationen bewegten sich hier zwischen 0,2 umnagfkg.
Indessen konnte in drei Proben CAP auf einem Niveau von 2,0-9,1 mg/kg bestimmt
werden. Lediglich bei zwei Probenahmen waren keine Antibiotika nachweisbar.

Tab. 3-31: Antibiotika-Ruckstande in Schweinestall-  Staub

Die dargestellten Konzentrationen sind Mittelwert + Standardabweichung aus zwei

unabhéngigen Bestimmungen, welche um die substanzspezifischen, mittleren

Wiederfindungsraten korrigiert wurden.
PN oTC TC* CcTC* TYL CAP SMZ
[Jahr] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
1981 1,10 £ 0,20 n. n. n. n. 0,42 £0,01 n. n. 1,85+1,03
1982 0,18 + 0,03 n. n. n. n. 0,09 +0,13 n. n. 0,06 £ 0,02
1983 n. n. 0,19+0,11 2,12+0,12 5,65+0,50 n. n. 290+1,551
1984 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
1985 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
1986 n.n. n. n. n. n. 12,18 £1,32 n.n. 0,32 +£0,19
1987 n.n. n. n. n. n. 8,72 +£4,28 n. n. 0,39 £0,29
1988 n.n n.n. n.n. 0,72 £0,03 n. n. 0,43 +£0,03
1989 n. n. n. n. n. n. 0,45+ 0,06 1,96" 0,34 +£0,35
1990 n. n. n.n. n. n. 0,14° n. n. 0,09 +0,01
1991 0,43 £ 0,04 n. n. 0,32+0,04 0,26 +£0,02 9,07" 0,41 +£0,08
1992 n. n. n. n. n. n. 0,35+0,04 5,49" 0,05+0,01
1993 n. n. 0,19+0,01 n. n. 0,10+0,01 n. n. 0,12+ 0,03
1994 n. n. 0,23 +0,03 n.n. 0,37 £0,01 n.n. 0,12§
1995 n. n. 0,37+0,06 0,52+0,02 0,29% n. n. n. n.
1996 0,29+0,08 5,18+0,36 n. n. 0,55 + 0,07 n. n. 0,16 +£0,01
1997 n. n. 0,47 £0,18 n.n. 0,16 £ 0,05 n.n. n.n.
1998 n.n. 0,50 £ 0,06 n. n. 0,20 £0,08 n. n. n. n.
1999 n. n. 0,61 £0,01 n. n. n. n. n. n. n. n.
2000 n. n. 0,19 £ 0,03 n.n. n.n. n. n. n.n.

inklusive des 4-Epimers
$keine Angabe der Standardabweichung (SA), da berechnete SA = 0

# Standardadditionsverfahren
Abk.: PN, Probenahme; n. n., nicht nachweisbar
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Abb. 3-14: Zeitlicher Verlauf und Verhaltnis der An

tibiotika-Konzentrationen in Stauben
eines Schweinmastbetriebes von 1981-2000.

Dargestellt ist die Gesamtkonzentration aus den Mittelwerten der einzelnen Antibiotika
nach Tab. 3-31.
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3.6.2 Legehennenstall

Die untersuchten Staubproben aus dem Legehennenstall wurden im Jahr ¢#83 an
Probenahmezeitpunkten innerhalb zweier Monate gesammelt. Auch hglteaes
sich um Sedimentationsstaube, die Probenahme und Lagerung der Prologe wiéol
unter Abschnitt 5.7.4 beschrieben. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung mit
Flussig/Flussig-Extraktion aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.5.4.1) wued Tjeilprobe
einfach mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methoden 1-3, siehe Abschnitt 5.1.4.5) agralysi

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abb. 3-15 gezeigt. In allen Proben
lagen TYL und SMZ nebeneinander vor. Uber einen Zeitraum von knapp achtrwoche
war eine konstante Antibiotika-Belastung von 0,16-0,20 mg/kg zu beobachten,
wahrend sich das Verhaltnis der beiden Ruckstéande untereinander &nderte.

0,25
I TYL [ SMZ —4— Summe
0,20 - >
—II____’_____I____’____—I
0,15 X R

0,10 T {
0,05 I T
0,00 ‘ ‘

18.04.83 05.05.83 16.05.83 13.06.83

Konzentration [mg/kg]

Probenahme

Abb. 3-15: Zeitlicher Verlauf und Verhaltnis der An tibiotikakonzentrationen in Stauben
eines Legehennenstalls aus dem Jahr 1983.

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus zwei unabhangigen
Bestimmungen sowie die Gesamtkonzentration als Summe dieser Mittelwerte.






4 Diskussion

4.1 Analytische Methode zur Bestimmung von
Sulfonamiden in verschiedenen Umweltmatrices

HAMSCHER etal. (2002) beschrieben ein sensitives und selektives HPLC-ES
MS/MS-Verfahren zur Bestimmung von Tetracyclinen und Tylosin ineSlicht an-
wendbar fur TYL), Sandboden, und Sicker- und Grundwasser. Es gelang bei-Anwen
dung derselben Probenvorbereitung und nach Anpassung des HPLC-Gradienten sowie
Modifikation der ESI-MS/MS-Methode das beschriebene Verfahren auchdie
Substanzgruppe der Sulfonamidantibiotika zu Ubertragen. Neben den &i@iteadn
Sulfadiazin (SDZ) und Sulfamethazin (SMZ) wurden weitere, in @é¢eriharmedizin
relevante Einzelsubstanzen (STZ, SMR, SMPD, SDM) sowie mnifar@ethoxazol

(SMX) ein vor allem in der Humanmedizin eingesetzter Wirkstoff ausgéewahl

41.1 Extraktionsverfahren

Der kritische Punkt, den es bei der Entwicklung der Probenvorbereitungid
Sulfonamide zu bertcksichtigen galt, war ihr amphoterer Charaktersubigtanz-
abhéangigen pkWerte der Sulfonamide reichen von 5,7-7,4 fur die Sulfonamino-
gruppen (pKy) und von 1,8-2,3 fir die Anilingruppe (pik Die Sulfonamide liegen
daher bei einem pH 2 als Kation vor und bei p& 5 als Anion (siehe Tab. 1-8,
Abschnitt 1.5.2). Die Lo6slichkeit in organischen Lésemitteln ist iso@lektrischen
Punkt am groR3ten, da die Verbindungen dort ladungsneutralisiert vorliegericholgl
ist auch die Wechselwirkung mit unpolaren Polymerphasenmaterialeleh8PE im
ladungsneutralen Zustand am grof3ten. Der Ladungszustand der Sulfonamide ist
abhéngig, die pkWerte der einzelnen Sulfonamide umspannen einen relativ grof3en
Bereich, deshalb kann eine Multimethode nie fur alle Verbindungen aptim
Ergebnisse bringen.

Unter Beachtung dieser physiko-chemischen MalRgaben galt es die beteits e
wickelten Extraktionsverfahren gMSCHER etal. 2002) fur Tetracycline und
Tylosin aus Sandboden, Gille (nicht anwendbar fir TYL) sowie Sicker- und
Grundwasser auf die Substanzgruppe der Sulfonamide zu uUbertragen. Fir die
Separation der Sulfonamide aus Gllle- und Bodenproben war die bereksatyse
der Tetracycline eingesetzte A sSCHER et al. 2002) Flussig/Flussig-Extraktion mit
1 M Citratpuffer (pH 4,7) und Essigsaureethylester ohne Anderungen anwendbar. Bei
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diesen schwach sauren Extraktionsbedingungen konnten einerseits Mathisel/ec
wirkungen zurtick gedrangt werden und die Sulfonamide waren bei pH 4,7 gleichzeitig
unpolar genug, um mit dem organischen Losemittel extrahiert werdeinmen. Der
\orteil bei der Verwendung von Essigsaureethylester lag darin, dasdem
Citratpuffer geloste Salze und hydrophile Matrixbestandteile nidiht extrahiert
werden (HURMAN und MiLLs 1998). Dies verminderte eine mdgliche
matrixbedingte Signalunterdriickung bei der spateren HPLC-ESI-Nebyk (siehe
Abschnitt 4.3.2). Somit gelang es mit nur einem Aufarbeitungsverfahsemubelf
Antibiotika dreier Substanzgruppen zu erfassen und der Analyse zugamglich
machen.

Fur die SPE konnte ebenfalls die fur die Tetracyclinanalytik verwende
Polymerphas8akerbond SDB-Yerwendet werden. Wahrend C18-Kartuschen gerade
geladene Molekule nur wenig zurtckhalten, konnen von Polymerphasen geladene,
neutral polare sowie unpolare Verbindungen retardiert werderugMAN und
MiLLs 1998) und werden daher gerade fur Multimethoden verstérkt eingesetzt
(LopEz DE ALDA etal. 2003). Die fur die Tetracyclinanalytik beschriebene
Vorelution mit Methanol zur Entfernung von Matrixinterferenzem (HsCHER et al.
2002) fuhrte fur die Sulfonamidanalytik schon zu signifikanten Analytverlusten,
womit zur Analyse beider Substanzgruppen zwei separate Extrakindiig wurden.

Die Tendenz der verwendetdBakerbond SDB-Kartuschen zur Adsorption von
geldsten Huminstoffen ist fur pH 7 am geringsten und nimmt fir fallendé/pite zu
(PicHON etal. 1996). Dies scheint aber fur den Fall der Sulfonamide keinen
nachteiligen Effekt zu haben.I®rscH et al. (1999) berichten bei der Anreicherung
von acht Sulfonamiden aBakerbond SDB-Kartuschen von vergleichbaren idealen
Extraktionsbedinungen bei pH 5,1 und der Elution mit Methanol/Acetonitril (50:50
v/v). Die Matrixinterferenzen werden auch durch das geringe Probenvolumen von
25 mL minimiert, da gerade bei der Anreicherung grofRer Probenvolumina
koextrahierende Humusstoffe sowohl bei der HPLC als auch beiRterats grol3e,
unaufgeldste Peaks eluieren konnerc(PoN et al. 1996).

Im Hinblick auf eine Weiterentwicklung der Methode sollte zukinfigestrebt
werden, beide Substanzgruppen mit nur einem SPE-Verfahren zu erfasserdihgs
wurden vermehrt Tandem-SPE-Methoden gerade fur die Anreicherungreiatrer
Abwasser oder Oberflachengewasser entwickaliA@BKWELL et al. 2004; RNEW
und HUANG 2004). Hier werden gezielt durch eine vorgeschaltete Anionenaus-
tauscher-(SAX)-Kartusche dissoziierte nattrliche organischeaBdtsile, vornehm-
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lich Fulvin- und Humussauren, entfernt. Durch die Anreicherung groR3erer
Probenvolumina kénnten zudem niedrigere Bestimmungsgrenzen erzielt werden.

4.1.2 HPLC-ESI-MS/MS

Wahrend der HPLC-MS-Messung konnen sich Matrixbestandteile im dBeckss
Probeneinlasses, insbesondere bei der lonen-TransferkapillagtZestand so einen
signifikanten Empfindlichkeitsverlust des Messgerates bewirken. géingige Praxis
ist es deshalb, Uber einen variablen Split nur den relevanteitiBesgihrend dem die
Analyten eluieren, in das Massenspektrometer eintreten zu lasseBe(Get al.
2004; RENEW und HUANG 2004; HALLER et al. 2002). Der Matrixanteil kann aber
auch Uber das Injektionsvolumen reguliert werden. Je hoher dasriajiBieoben-
volumen, desto groRRer ist auch der Anteil der mit gefiihrten ibatstandteile.
Gleichzeitig fuhren maximal injizierte Probenvolumina auch xermi maximalen
Anreicherungsfaktor des Analyten wodurch niedrigere Nachweisgrenzeelt erz
werden konnen. Als Mittelweg zwischen niedrigen Nachweisgrenzen unteMemg
von Empfindlichkeitsverlusten durch lonensuppression werden bei den eiatrea
Gulle-Extrakten und erwartungsgemafld hohen Rickstandskonzentrationen (mg/kg-
Bereich) standardmafRig nur 2 pL injiziert. Bei den matrixarmBaaten- und Sicker-
wasserproben werden standardmafig 8 uL injiziert, um Nachweisgremaarteren
png/kg- bzw. pg/L-Bereich zu erreichen.

Bei der Kopplung der HPLC mit der Massenspektrometrie kann gruhdséatz
zwischen den Interfacetechniken ESI und APCI gewahlt werden. Dstemean der
Umweltanalytik beschriebenen Methoden basieren auf der’-IBSkierung
(LINDSEY etal. 2001; ¥XNG etal. 2004). Vereinzelt wurde APGlonisierung,
aufgrund der geringeren Matrixanfalligkeit als die effektivere Methedachtet
(PFEIFER etal. 2002). Im Rahmen der Methodenentwicklung zeigte sich, dass m
der ESIl-lonisierung im Positivmodus alle sieben Sulfonamide empdindietektiert
werden koénnen. Gleichzeitig waren mit der Wahl dieser Methodeeneeiforteile
verbunden. Zunachst wurde durch die Anwendung der ESI-lonsierung ein zeitauf-
wandiger Wechsel der lonisierungsquelle vermieden. Zusatzlich ermmigglohe
Verwendung des gleichen FlieBmittelsystems kurze Aquilibrierzedamit konnten
die Sulfonamide prinzipiell in Serie mit den Tetracyclinen (liemisyg: ESI)
analysiert werden (HMSCHER et al. 2002), was eine erheblich Erleichterung bei der
angestrebten Nutzung als Multimethode darstellte.
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Die Fragmentspektren zeigen das fur die Sulfonamide typische Fragruags-
muster. So konnen fur alle Sulfonamide die typischen Produktionemimib6 und
m/z 108 registriert werden (KAGkou etal. 2003). Es zeigte sich, dass die
Nachweisempfindlichkeit abhangig von der Anzahl der zu registrierenden
Fragmentionen ist. Sulfamethoxazol wies mit der grof3ten Anzahlagmieénten auch
die geringste Nachweisempfindlichkeit aller Sulfonamide auf. |Dieenausbeute bei
der lonisierung war dabei fur Sulfamethazin mindestens zweifach lathéir alle
anderen Sulfonamide. Daraus resultierte die groRere Seasitider Methode fur
Sulfamethazin. Diese grol3ere Sensitivitat der HPLC-ESI-MSWNégthode fur
Sulfamethazin resultierte in niedrigeren Bestimmungsgrenzemegrxabhangigen
Gesamtmethoden.

4.1.3 Methodenvalidierung

4131 Gulle

Das Analysenverfahren fir die sieben Sulfonamide in Gille leefenittlere
Wiederfindungsraten von 72-108 % bei Variationskoeffzienten von durchweg kleiner
10 % (siehe Tab. 3—-3, Abschnitt 3.1.3.1). Die Spannweite in den Wiederfindungsraten
kann mit den unterschiedlichen pWerten der Sulfonamide erklart werden
(PIETSCH etal. 1999). Die Bestimmungsgrenzen waren fur fur Sulfamethazin
0,02 mg/kg und fur alle anderen Sulfonamide 0,05 mg/kg.

Vergleichbare Ergebnisse erzieltemEH.ER et al. (2002) mit der Kombination
von LLE und HPLC-MS zur Analyse von sechs Sulfonamiden und Trimethoprim i
Gulle (WDF =47-89 %, CV <5 %; BG = 0,1 mg/kg). Allerdings ist das Extraktions-
verfahren weitaus aufwendiger als das hier beschriebereliFBR et al. (2002)
guantifizieren funf Sulfonamide, einen Acetyl-Metaboliten und Tdmoptim mit
HPLC-APCI-MS/MS etwa um den Faktor 10 niedriger. Dies ist aber in erstier duf
die Messung mit einem wesentlich empfindlicheren Tripel-QuadiMasisen-
spektrometer zurtickzufihren FERMOQUEST 2000). Eine weitere Multikompo-
nenten-Methode mit SPE HPLC-ESI-MS erreicht unter anderensdifamthazin,
Sulfadiazin und Trimethoprim vergleichbare Bestimmungsgrenzen von 0,05 pg/L
Gllle (CAmMPAGNOLO et al. 2002) wahrend diese fir Tetracyclin und Oxytetracyclin
um den Faktor 10 unempfindlicher ist.

Die hier weiter entwickelte Multikomponenenten-Methoden mit Lddfolgt von
HPLC-ESI-MS/MS, die urspringlich fur die Tetracycline optimierrae, ist nach
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Literaturstudien das einzige Verfahren, das Tetracyclin- undisauthid-Rickstande
(mit Bestimmungsgrenzen von mindestens 0,05 mg/kg) aus Gille mit Wieder-
findungen von generell gro3er 72 % extrahiert.

41.3.2 Sandboden

Wird die LLE zur Extraktion der sieben Sulfonamide auf Sandbdden angewsodet,
generiert das Verfahren mittlere Wiederfindungsraten von 26-53 %suistanz-
abhéangige Methodenprazision liegt bei ~20 % (siehe Tab. 3—4, Abschnitt 3.1.3.2) und
ist vergleichbar mit der der Tetracyclin-Analytik ASCHER et al. 2002). Trotz der
niedrigen Wiederfindung von 36 % fur Sulfamethazin, kbnnen wegen der hohen
Sensitivitat bei der HPLC-ESI-MS/MS-Messung bis zu 2 pg/kg Bagemtifiziert

und bis zu 0,5 pg/kg detektiert werden. Bestimmungs- und Nachweisgrenzele fur al
anderen Sulfonamide liegen bei 5 pg/kg und 1 pg/kg Boden.

Sulfonamide sorbieren rasch an Bestandteile der Bodenmatax L(§ 2001;
THIELE-BRUHN 2003a). Bereits 1990 stellteAbGHAMMER in Laborstudien fest,
dass ca. 40 % irreversibel an die Matrix bindet. Durch die hier @tgje LLE, mit
den relativ milden Extraktionsbedingungen, werden nur die in der Bodenlésing fr
verfigbaren Sulfonamide extrahiert, wodurch die niederen Wiederfinduegser-
klart werden. Rigidere Extraktionsverfahren wie die PLE liefatsé&ichlich héhere
Extraktionsraten. So wendeteadoBSEN et al. (2004) dieses Verfahren mit einem
ahnlichen Extraktionssystem aus Methanol/0,2 M Citratpuffer (pH 4,7 [5@\gPan,
um unter anderem Sulfadiazin annahernd vollstdndig aus Boden zu enenalie
Gesamtmethode mit PLE gefolgt von SPE (SAX-HLB) und HPLCHMSIMS mit
einem wesentlich empfindlicheren Tripel-Quadrupol-Massenspektrgnvese den-
noch nicht leistungsfahiger.

4133 Matrixreiches Grundwasser

Bei der Extraktion von 25 mL matrixreichem Grundwasser betrugenBdstim-
mungsgrenzen, basierend auf einem S/N-Verhéltnis gréRer als, $achSulfa-
methazin 0,05 pg/L und fur alle anderen Sulfonamide 0,1 pg/L. Damit konnteemit
neu entwickelten SPE-Methode umweltrelevante Rickstandskonzentnagiopdind-

lich nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.4.3). Vergleichbare Methoflatera
Basis von SPE wurden unlé&ngst zur Analyse von Tetracyclinen und Sulfonaimide
Grund- und/oder Oberflachenwasser in Kombination mit HPLC-MSIQISE Y et al.

2001) oder mit HPLC-MS/MS (XNG etal. 2004) angewendet.INDSEY et al.
(2001) erzielten fur sechs Sulfonamide eine Bestimmungsgrenze von 0,1 pug/L
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(basierend auf einem S/N gréf3er als zehn) bei der Extraktion von 1Z3umd- und
Oberflachenwasser. MG et al. (2004) erhielten bei der Extraktion von 120 mL
Oberflachenwasser fur sechs Sulfonamide eine Bestimmungsgrenz8,vougy/L
(basierend auf einem S/N grol3er als sechs).

Neuerdings wurden vermehrt Tandem-SPE-Methoden entwickelt insbesondere zu
Extraktion matrixreicher Abwasser oder Oberflachengewassean¢BWELL et al.
2004; RENEwW und HUANG 2004). Bei der Anreicherung von 1L Abwasser
erreichen RNEW und HUANG Bestimmungsgrenzen von mindestens 0,05 pg/L.

Insofern zeigt die neu entwickelte Methode trotz deutlich mgedem
Probenvolumen vergleichbare Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ineivlergl
den auf diesem Bereich publizierten Methoden.

41.4 Anwendbarkeit

Die umfangreiche Validierung zeigt, dass die ursprunglich zuadtlin-Analytik
entwickelte Methode auch angewendet werden kann, um verschiedendtjhiolves
auf das Vorkommen von Sulfonamiden zu untersuchen. Die hier beschriebene
Methode wurde im Rahmen verschiedener Felduntersuchungen bereitsemtffolgr
angewendet (siehe Abschnitt 3.4).

Das erzielte Nachweisvermdgen in den vergleichsweise komplexercésatvie
Gulle und Boden ist empfindlich genug, um umweltrelevante Konzenteation
(mg/kg- bzw. pg/kg-Bereich) detektieren zu kénnen. Mit der Erweiterung em di
Substanzgruppe der Sulfonamide kénnen mit nur einem Aufreinigungsverfahren die
wichtigsten in der Veterindrmedizin eingesetzten Antibiotika indBaden und Giille
parallel extrahiert und innerhalb zweier HPLC-ESI-MS/MS-Durciggé bestimmt
werden. Dies pradestiniert die dargestellte Methode gerade flr den Rog#teei

Das beschriebene SPE-Verfahren zur Analyse von verschiedenen Sulfonamide
Sicker- und Grundwasser ermdglicht eine hochsensitive DetektiotHRUC-ESI-
MS/MS besonders von Sulfamethazin, das nicht nur in Deutschland zunmden a
haufigsten in der Veterinarmedizin verabreichten Sulfonamiden zahlt.

4.2 Weiterentwicklung und Robustheit der analytisch en
Methode zur Bestimmung von Antibiotika in Boden

Nachdem die in Abschnitt 5.5.2 beschriebene analytische Methode zum Naebwe
Antibiotika in Sandboden erfolgreich etabliert war, sollte diese sskzesveiter
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entwickelt werden. Insbesondere die Robustheit der Analysenmethode wniete
unterschiedlichen Versuchsbedingungen (verschiedene HPLC-Trennsaoléen- B
typen oder Probenvorbereitungen) gepriift. Neben Ansatzen zu einer Methodenopti-
mierung wurden durch die vorgenommenen Anderungen auch Faktoren erniételt, d
die Leistungsfahigkeit der Methode beeintrachtigen kénnen.

421 Robustheit der Gesamtmethode

Mit Robustheit wird die Anfalligkeit einer Analysemethode gegenémelerungen in

den Versuchsbedingungen beschriebenr@f11DAs 1999). Dabei wurde hier
weniger der Einfluss kleiner, zufalliger Anderungen uberprift, als ei@indie An-
wendbarkeit (Robustheit) bei groRen, bewussten Anderungen. Im Folgenden wird
angegeben, welche Schwankungen das Analysenergebnis beeinflussen kénnen.

4211 Einfluss der Trennséule

Die Trennungsoptimierung sollte in erster Linie die Auflosung der kaehden
Peaks von Oxytetracyclin, 4-Epi-Tetracyclin und Tetracyclin verbessed damit
einen zweiten HPLC-Lauf nicht mehr erforderlich machen. Bei enschlielRenden
Detektion mit MS/MS ware eine Trennung koeluierender Peaks nicht unbedingt notig.

Prinzipiell kbnnen wahrend des MS/MS-Experiments im gleichen Retsatit-
fenster mehrere Scan-Ereignisse parallel durchgefuhrt weRlese Variante wurde
im Vorfeld getestet, fihrte aber zu erheblichen Empfindlichkeiissten und wurde
deshalb nicht in Betracht gezogen. Verschiedene Tests zeigterjrdagslie ,Polaris
C18-A* dieses Trennproblem zu l6sen vermag jedoch nur unter isokratische
Bedingungen. Da dies gerade bei der Trennung von matrixreichen Extrakten
problematisch sein kénnte, wurde dies nicht weiter verfolgt.

Die verwendete Saule ,Puresil C18" ist in Bezug auf Saulemrabtgne relativ
alte Saule. Tests mit moderneren S&aulen zeigten, dass auchgeeliaterialien bei
gleichen chromatographischen Bedingungen keine deutlich verbesserten Bmyebnis
liefern. Die Selektivitat der Trennung der Tetracycline istde#i S&ulen der verschie-
denen Hersteller trotz unterschiedlicher Materialen @16, C8, Phenyl-Hexyl mit
Endcapping polarenEndcappingoderEmbeddingmeist vergleichbar. Gleichzeitig er-
wies sich die Referenzsaukeiresil C18im Langzeiteinsatz als robust und wenig stor-
anfallig und wurde daher standardmalfiig verwendet. Einzig die ,Hypersit &gbte
eine verbesserte Selektivitdt. Getestet wurde dies altgydaur unter matrixfreien
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Bedingungen. Sollte sich diese Saule auch unter Matrixbedingungen bewahren, kénnte
damit eine Verbesserung der Selektivitat der Methode erzielt werden.

421.2 Einflussfaktoren auf die Extraktionsrate

Fur die Extraktionsraten wurden folgende Parameter als robust imtsB@im Citrat-

puffer kénnen pH-Wert-Schwankungen 0,3 toleriert werden und haben keinen
signifikanten Einfluss auf die Extraktionsausbeute. Die Substanzeh relativ
unempfindlich gegentber Ultraschallbehandlung. Fir Sulfamethazin weirde
erhebliche Thermostabilitdt (12 h, 100 °C) festgestellt, wahrend Teliraovar-
tungsgemal zu Anhydrotetracyclin umgewandelt wird. Die Spaltung von etwaige
gebunden Rickstanden konnte durch enzymatische Hydrolyse nicht erzielt werden.
Zusatze von Metall-Chelatoren und von Humusbestandteilen fuhrtefRail®a von
Tetracyclin zu empfindlichen Analytverlusten.

4272 Anwendbarkeit der Gesamtmethode
in Abh&angigkeit vom Bodentyp

Die umfangreiche Validierung in den verschiedenen Bodentypen zeigte daafir
Sandboden etablierte HPLC-ESI-MS/MS-Methodea@iHsCHER et al. 2005) auch
angewendet werden kann, um verschiedene Umweltproben auf das Vorkommen von
Sulfonamiden zu untersuchen. Aus diesen Untersuchungen ist abzuleiterdiedass
Methode mit den meisten untersuchten Bodentypen, die ein breites Spekium a
decken, zuverlassig und empfindlich arbeitet. Nur fir Tylosin haberBdden-
parameter einen entscheidenden Einfluss auf die Wiederfindungsrag¢eiMeihode
kann bei Boden mit Schluffgehalten von mehr als 50 % fir Tylosin nichinemgiet
werden. Die Wiederfindungsrate fur die Sulfonamide war Uber alle ridgulen ver-
gleichbar, was daflr spricht das fur diese Substanzklasseatiiexiechselwirkungen
weniger bedeutend sind. Bei der Oxytetracyclin-Analytik scheint daggigeZusam-
mensetzung der Matrix eine Rolle zu spielen. So verschlechtérmise Wiederfind-
ungsraten mit steigendemoyEGehalt signifikant (p < 0,05). Das unterschiedliche
Sorptionsverhalten der Tetracycline und Sulfonamide wird in Abschhit2.2
ausfuhrlich behandelt.
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4.3 Entwicklung einer Multimethode zur Bestimmung
von Antibiotika in Staub

Basierend auf den bereits etablierten Multi-Methoden fir versaieedémwelt-
matrices (FAMSCHER etal. 2002; 2005), wurde eine analytische Methode zur
Bestimmung dieser Substanzen in Staub erarbeitet. Zusatzliche dasd&nalyten-
spektrum um Chloramphenicol erweitert und M&ethoden entwickelt.

43.1 Extraktionsverfahren

Bei der Entwicklung der Probenvorbereitung fur die Matrix Staub warendeon
Analyten Seite her die gleichen Punkte wie in den beresishbebenen Methoden zu
beachten (siehe Abschnitte 1.5; 1.6; 4.1 umdi$ CHER et al. 2002; 2005). Es zeigte
sich, dass das Verfahren der LLE fiur Gulle und Boden auch flr preseinreiche
Matrix (20-50 %; FhRTUNG 1997) anwendbar war. Da insbesondere Tetracycline an
Proteine binden (DGGAR 1948) und bei pH < 2 degradieren® et al. 2000), war
auch hier die Verwendung des schwach sauren Citratpuffers (pH 4,Thabpti
Aufgrund der geringen Partikelgrof3e von 1-50 pmgAUNG 1997) und der damit
groReren Oberflache, wurde die Probeneinwaage auf ein Zehntel redsiebd
Abschnitt 3.3.1 und HMSCHER et al. 2003b).

4.3.2 HPLC-ESI-MS/MS

Die Charakteristika der HPLC-ESI-MS/MS-Analytik wurden fur @egracycline, fur
Tylosin (HAMSCHER et al. 2002) und fiir die Sulfonamide (siehe Abschnitt 4.1.2 und
HAMSCHER et al. 2005) bereits an anderer Stelle beschrieben. Daher batdsst
dieser Abschnitt ausschlie3lich mit der Analytik von Chloramphenidater den
gegebenen chromatographischen Bedingungen bei pH 2,5 wurde fir das Chloram-
phenicol mit der ESHonisierung die gré3te Empfindlichkeit erzielt. Aufgrund der
zwei Chloratome in der Molekdulstruktur (siehe Abb. 1-3, Abschnitt 1.5.4) kommen i
Full-ScarModus drei Molekul-lonen mim/z321, m/z323 undm/z325 detektiert
werden. Entsprechend des Isotopenverhaltnisses der beiden Chlori@m&ql),
sollte die relative Intensitat d€sCl *'Cl [M-H] -lons (n/z323) theoretisch 65 %
betragen (MOTTIER et al. 2003). Chloramphenicol wurde im Full-Scan-MS/MS-
Modus analysiert. DaSCl [M—H] -lon (m/z321) wurde als Vorlaufer-lon ausgewahlt.
Die  Fragmentspektren  enthielten  finf  charakteristische  Produ&t+ion
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[M-H-CHCIO]™ (m/z257), [M-H-2HCI] (m/z249), [M-H-CHCL]™ (m/z237),
[M-H-C2H3CI,NO] (m/z194) und [M-H-GH3CI,NO-H,0] (m/z176)
(siehe Abb. 3—4, Abschnitt 3.3.2).

Wie Dbereits erwéahnt, tritt bei der quantitativen HPLC-MS{tla eine
matrixbedingte Signalsuppression oder -erhéhung relativ haufig auf. Solaindem
Matrixeffekt noch ausreichende Bestimmungsgrenzen erreicht werden k&teiksm
diese Effekte nicht unbedingt ein Problem dar. Jedoch fihren Matrigirgezen
immer zu mangelhafter Genauigkeit und Préazision einer Methode, aufgmed e
offensichtlich geringeren Reproduzierbarkeit des Prozesses@EN 2003). Fur den
Fall des Chloramphenicols wurde hier eine matrixbedingte Signalerhdtastg
gestellt. Dies ist im Vergleich zum gegenteiligen Effekt trelselten, da gerade
Matrixbestandteile die lonisierungsrate beeinflussen, indem sie eimsadungen bei
der lonenbildung konkurrieren (B&Ke 1997; REEMTSMA 2003). Gerade um falsch-
positive Nachweise zu vermeiden, wurde als zusatzliches |demifngskriterium ein
MS>-Experiment entwickelt. Hierzu wurde der Basis-Peak des MS3kktrums,
m/z194, als Vorlaufer-lon fir einen weiteren MS/MS-Ubergang gewéhltsalektiv
m/z176 generiert.

4.3.3 Methodenvalidierung

Das Analysenverfahren fir die zwolf Antibiotika in Staub liedeftir die einzelnen
Substanzgruppen unterschiedliche Ergebnisse. Die Wiederfindungsratenfiveae
Tetracycline 89,4-103 %, fur die Sulfonamide 39,3-48,8 % und fur Tylosin 27,2 %.
Die Préazision der Sulfonamide und von Tylosin liegt dabei zwischen @ada33 %.

Die niedrigen Wiederfindungsraten und die geringe Prazision, konnteulidge
beiden Substanzklassen auf Matrixinterferenzen hindeutens(®e N 2003). Ein Ver-
gleich der Signalintensitdten des Massendetektors und des DAD-@stdikfferte
jedoch vergleichbare Ergebnisse, so dass ein bei der massenspiidcbere
Detektion auftretender Matrixeffekt ausgeschlossen werden konnteeSmMethode
vornehmlich als Screeningmethode entwickelt wurde, wurde hier von eei@ren
Optimierung abgesehen. Die Wiederfindungsversuche zeigten aber aucGhttass
amphenicol aufgrund einer signifikanten Signalverstarkung mit dem Verfather
Ein-Punkt-Kalibrierung nicht zuverlassig quantifiziert werden kanmd@KiiDAS
1999). Da seit 1994 EU-weit die Anwendung dieses Antibiotikums verboten ist,
wurden Chloramphenicol-positive Proben mittels des aufwendigen Verfadesns
Standardaddition bestimmit.
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4.4 Feldstudien zur Verbreitung von Tierarzneimitte  In
in der Umwelt Uber den Eintragspfad
Gulle — Boden — (oberflachennahes) Grundwasser

44.1 Exposition von Glille und Gullekrusten mit Ant ibiotika

Die Antibiotika und Metaboliten enthaltenden Exkremente werden aftsdNafts-
dunger eingesetzt und entweder direkt oder nach einer gewissen Lageitusigfsdie
Felder ausgebracht. Das Risiko einer Boden- und Wassergefahrdutegziksth
abhéngig von den Konzentrationen und der Stabilitat der Antibiotika in ialéx Ghd
den Antibiotikafrachten in die Umwelt. Vereinzelte Studien Deutschland, der
Schweiz und den USA wiesen bereits signifikante Rlckstande von Tdimnaoy
(MEYER etal. 2000; WNCKLER und GRAFE 2000; 2001; Zu etal. 2001,
HAMSCHER et al. 2002) und Sulfonamiden B GER et al. 1986; ANGHAMMER
et al. 1988; KALLER et al. 2002; REIFER et al. 2002) in Wirtschaftsdiingern nach.

In Niedersachsen wurde in einer Screeninguntersuchung an 181 Schweinegulle
proben (WNCKLER und GRAFE 2000; 2001) in knapp einem Viertel der Proben ein
Tetracyclingehalt von mehr als 0,6 mg/kg Gulle gefunden; der Mittehlez Positiv-
befunde lag bei 11,4 mg/kg, im Maximum wurden 66 mg/kg gemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten insbesondere die Antibiotikafes ermittelt
und der Eintrag sowie das Verhalten der Antibiotika in Boden und Wassar Feld-
bedingungen untersucht werden. Die Gilleanalysen sollten eine qualitative und quanti-
tative Bewertung der Boden- und Wasseruntersuchungen ermdglichen. Daéimsoll
Zusammenarbeit mit den Landwirten zu jeder Gulleausbringung eine eefaiise
Gulleprobe gesammelt werden. Durch gleichzeitige Kenntnis der Agsinigsmenge
ware es dadurch mdglich gewesen, die theoretischen Antibiotikadraat kalku-
lieren und mit den in Praxis gemessenen Bodenkonzentrationen zu Vvengldda fur
beide Boden-Dauerbeobachtungsflachen die Probenahme sowie die Baftintsgs-
daten nicht lickenlos waren, lassen die hier ermittelten Dedéglich eine qualitative
bzw. semi-quantitative Beurteilung zu.

4.4.1.1  Standort Boden-Dauerbeobachtungsflache = BDF01

In allen drei Proben deBDFO1 befanden sich Tetracyclin, Chlortetracyclin sowie
Umwandlungsprodukte. Sulfadiazin wurde in den Proben von 2000 und 2001 detek-
tiert und Sulfamethazin lediglich in der Probe aus dem Jahr 2080e(Abschnitt
3.4.1.1). In den Proben aus 2000 und 2001 liegt das Verhaltnis von TC:CTC bei unge-
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fahr 40:1, was in etwa dem Verhéltnis der Rickstandskonzentrationealdversuch
entspricht. Trotz mindestens 17-fach hoherer Konzentrationen in der, ®ét Sulfa-
diazin im Vergleich zu Sulfamethazin im Boden nie nachweisbar. ®&dlleprobe
aus 2002 als einzige das Degradationsprodukt Anhydrotetracyclin erkbireite dies
fur eine langere Lagerungsdauer der ausgebrachten Glille sprechekdmitsauch
Negativbefunde insbesondere der Sulfonamide erklaren, deren Hakawer Gille
bei ungefahr 30 Tagen liegt M LING -SRENSEN et al. 2001). Der Abbau von
Tetracyclin wére hier wahrscheinlich auf biotische Prozes#&ckzufiihren, da die
chemische Dehydratation von Tetracyclin erst bei pH < 2 ablaufREKHEIMER
1975). Der pH-Wert von Giille liegt in der Regel im neutralensbisvach basischen
Bereich.

Da nicht alle ausgebrachten Gillen zur Verfligung gestellt wurden, koimete e
abschlieBende Massenbilanz nicht aufgestellt werden. Anhand deanddgsierten
Gulleproben kann lediglich eine wahrscheinliche mittlere jételiGullefracht fur die
relevanten Substanzen errechnet werden, die in Relation zu detele@miBoden-
daten gesetzt werden kann. Nach dieser Kalkulation wurden inneirfeat Jahre im
Mittel 110 g TC, 2,4 g CTC, 19,1 g Sulfadiazin und 9,3 g Sulfamethazin pro Hektar
und Jahr eingetragen fH1scHER et al. 2005).

4.4.1.2 Standort Boden-Dauerbeobachtungsflache  BDF02

In beiden Proben deBDFO02 fanden sich Tetracyclin und Chlortetracyclin wahrend
Sulfonamide zu keinem Zeitpunkt detektiert wurden (siehe Abschnitt 3.4.1i). D
Vorkommen und die Verhaltnisse der Substanzen zueinander in denextey&ul-

len spiegeln sich in den Felddaten wieder. Im Jahr 2001 betrugemustetragenen
Antibiotikafrachten fur Tetracyclin 15,3 g/ha und fur Chlortetracyclin 24,1 g/ha.

4.4.1.3  Standorte Monitoringflaichen  MONO01-14

Wie bereits gezeigt, sind Tetracyclinkonzentrationen in Giulle iedaren mg/kg-
Bereich relativ haufig anzutreffen und liegen damit im Bereichndeimalen Hemm-
konzentration vieler pathogener Mikroorganismen, die mit 0,5-2 mg/L angegeben
werden (KROKER et al. 2002). Durch den Eintrag in die Boden wird diese Wirk-
konzentration aufgrund der damit einhergehenden Verdinnung oftmals nicht mehr er-
reicht. Dennoch kénnen auch an der Ackeroberflache lokal erhéhte Ak@lBiotizen-
trationen auftreten. So wurden in getrockneten GilleaggregatenufdaemlAcker-
oberflache der Monitoringflachen gesammelt wurden, Tetracyclinidmtist von
0,02-2,13 mg/kg TS detektiert. Vergleichbare Befunde lieferten Untensgen von
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HAMSCHER et al. (2002), die ebenso in getrockneten Glulleaggregaten Tetracyclin-
rickstande von 0,35-1,44 mg/kg TS bestimmten.

442 Eintrag und Verhalten von Tetracyclinenund S  ulfonamiden
in gullegediingten Boden

4421 Vorkommen von Antibiotikariickstanden im Bod en

Durch die relativ hohen Antibiotikakonzentrationen (niedriger bis mettleng/kg-
Bereich) in Gillen (siehe Abschnitt 4.4.1) und deren Nutzung als&Naftsdiinger,
ist auch mit einem flachendeckenden Eintrag dieser Substanzen iBoden zu
rechnen. Basierend auf Daten einer Screeningstudie viec®RLER und GRAFE
(2000; 2001) ergeben sich, bei einer angenommenen jahrlichen Gullezufuhr von 30 m3
mit Tetracyclingehalten von 0,6-66 mg/kg, theoretische Tetracydhtfa von 18—
1980 g/ha/a. Unter Vernachlassigung von Abbauprozessen wirde sich beim
Einpfligen dieser Gulle in den Pflughorizont (0—30 cm Bodentiefe, 1,4 g/cmhBode
dichte) Rlckstandsgehalte von 4-471 pug/kg im Boden einstellen. Diese Expositions-
abschéatzung wurde bereits im Feldversuch varmdCHER et al. (2002) bestatigt,
die im Boden Tetracyclinriickstdnde bis zu Konzentrationen von mel808al ug/kg
nachwiesen.

Das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrte Flachenmonitoring irmR&eser-
Ems basierte auf einer Pilotstudie bei der in 4 von 12 untersuclitéegegliingten
Ackerbdden erstmalig originare Tetracyclin- und Chlortetracyintikstande deutlich
tber 10 pg/kg nachgewiesen wurdenafilscHER et al. 2000). In der nun auf 14
Flachen erweiterten Monitoringstudie wurden die Ergebnisse diesdenBnter-
suchungen in dem Sinne bestatigt, als dass in 13 von 14 Flachen die Tiagacyc
Tetracyclin und Chlortetracyclin fortwahrend und in relativ hohen Konatmhen
(~50 % demMON-Proben lagen zwischen 10-100 pg/kg) auftraten und Oxytetracyclin
nur sporadisch detektiert wurde. Die Haufigkeit des Nachweises etecycline
untereinander entspricht in der Relation den fir diese Region eingesetirkstoff-
mengen (WNCKLER und GRAFE 2000). Durch die Weiterentwicklung der
analytischen Methode um die Substanzgruppe der Sulfonamide konnteli@dusatz
gezeigt werden, dass die bedeutendsten Sulfonamide Sulfamethazin watiaSinlf
(WINCKLER und GRAFE 2000) nur mit wenigen pg/kg im Boden nachweisbar sind,
dies aber fur den Fall von Sulfamethazin mit hoher Frequenz. Digstdmuf ein
grundsatzlich anderes Umweltverhalten dieser Substanzklasseidie (Abschnitt
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4.4.2.2 und Abschnitt 4.4.2.3). Das lange als antibiotischer Leistungsforieger e
setzte und seit 1999 EU-weit verbotene Tylosin wurde nie detekiEést 1998).
Lediglich eine der Flachen war Uber den gesamten Untersuchungszeitvaug#
Monaten frei von Antibiotikariickstinden. Dies verdeutlicht den in der
Intensivlandwirtschaft iblichen hohen Wirkstoffeinsatz.

Die hier auf 14 Ackerflachen ermittelten Umweltkonzentrationen koriinedie
Region Weser-Ems als typisch betrachtet werden. So wurde eingangsl aféra
Daten von WNCKLER und GRAFE (2000; 2001) eine Expositionsabschatzung fur
diese Region durchgefiihrt. In dieser Monitoringstudie wurden Tetrakgolzen-
trationen von 5,8-443,2 ug/kg gemessen, wodurch die Reprasentativitat dieses
Flachenmonitorings gezeigt wird.

4.4.2.2  Sorption und Verteilungsvorgange von Antibi ~ otika im Boden

Die Antibiotika der verschiedenen Substanzklassen weisen unestiécie struktu-
relle und physiko-chemische Eigenschaften auf. Daher unterscheidenesidbriai-
lungskoeffzienten () in Béden und Sedimenten zwischen den einzelnen Substanz-
klassen stark. dLLS (2001) stellte Ii-Werte fur Sulfonamide von 0,6—4,9 mL/g, fur
Tylosin von 8,3-128 mL/g und fur Tetracycline von 290-1620 mL/g zusammen.
Eigene Adsorptions-Experimente erbrachten vergleichbare Ergelfsisise Abschnitt
3.4.4). Tetracycline weisen damit eine geringe Mobilitat awf§RLLE und SPLIID
2000; ToLLs 2001). Die Sulfonamide sind deutlich mobiler, werden aber auch
vermutlich schneller abgebaut als die Tetracyclinell@LE-BRUHN 2003b). Im
Gegensatz zu anderen Stoffgruppen (z. B. Pestizide) kbnnen diese Uatkrsuhbht
allein mit dem unterschiedlichen organischen Kohlenstoffgehalt ddser@oerklart
werden und korrelieren auch nicht mit der Hydrophobizitat der Substahzan §
2001). Vielmehr kommt eine Vielzahl weiterer Wechselwirkungen Zinagen:
Chelatisierung, Oberflacheneinschlisse, Wasserstoffbriickenbildung, -Aosen
tauschreaktionen (TIELE-BRUHN 2003a). Daher kénnen selbst dig-\Werte ftr
Einzelsubstanzen in verschiedenen Matrices eine erhebliche Spsnnaben.
Verteilungsvorgénge im Boden sind fir die Sulfonamide oft pH-abhangiog A& L
et al. 2002) und fur die Tetracycline in erster Linie abh&angig vomavimtensein zwei-
wertiger Kationen (8BrHOLE und Guy 1987a; b). Letzteres wurde hier auch anhand
der eigenen Desorptionsesperimente bestatigt (siehe Abschnitt 3.4.4).

Eine Vielzahl von Studien befasste sich kirzlich mit den Sorptiansl
Verteilungsvorgangen im Boden unter Laborbedingungesns@_LE und SPLIID
2000; BoxALL etal. 2002; FGUEROA etal. 2004; HIELE-BRUHN 2004).
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Anhand der hier durchgefiihrten Feldstudien konnte erstmalig unter Ldosgiegun-

gen die Verteilung von Antibiotikarickstanden an Bodenbestandteile uritersuc
werden. Bei allen auch im Unterboden (40-90 cm Bodentiefen) beprobtdrerklac
waren Ruckstande jeweils nur im Bereich der Pfluggrenze des heiohesr Ober-
bodens (0—40 cm) nachweisbar. Dies spricht dafiir, dass die in demg€lokten oder
gebundenen Substanzen durch die mechanische Bodenbehandlung des Unterpfliigens
in den Boden eingearbeitet werden und dort auch gréfitenteils festgelelgin. Eine
Verlagerung Uber die Bodenpartikel findet, wenn tGberhaupt, nur langsam statt.

4423 Persistenz von Antibiotikariickstanden im Bod en

Eine Anreicherung von Antibiotikarlckstanden im Boden kann nur stattfinden, wenn
diese dort auch persistent sind. Abbauresistente Substanzen (ZKB/sFOioxine,
PCBs) konnen in der Umwelt nur extrem langsam abiotisch (chemisch,- photo
chemisch) oder biotisch (z. B. mikrobiell) umgewandelt werden. Bisiginiges nur
wenige Feld- und/oder Laborstudien die sich mit den Faktoren der Alvkaiibaon
Antibiotika befassen. Durch Bilanzierung des Stoffeintrags und -vbsblel der
Umwelt sollten in Feldstudien die Gré3enordnung der Abbaukapazitat deeltym
gegenuber Antibiotika abgeschatzt werden. Ausgewéhlt wurden zwei Stamiioete,

mit hohem StoffeintragBDFO01) und einer mit niedrigem StoffeintraB@F02).

An BDFO1 wurde bereits eine 12-monatige Intensivierungsstudie sowohl unter
Feld- als auch unter Laborbedingungen durchgefihsaMBICHER et al. 2002). Es
wurde beobachtet, dass die Substanzen durch das Unterpfligen der aufgebrachte
Gulle im Bereich des Pflughorizontes in den Oberboden (0—40 cm) eirgetuag
stark in der Ackerkrume sorbiert werden. Ein signifikanter Abbau d&adycline
konnte damals zwischen Mai und November 2000 nicht nachgewiesen werdken. Nac
einer weiteren Gullediingung im April 2001 waren die Werte im Mai 2igtifikant
hoher als im November und Mai des Vorjahres (p <0,05), was den kgstma
Hinweis auf eine Akkumulation dieser Substanzen im Boden erbrachth sach
einjahriger Lagerung bei 4 °C unter Laborbedingungen konnte kein signifikanter
Abbau festgestellt werden.

Die Untersuchungen an dieser BDF wurden im Rahmen dieser Arb&uini 2001
bis zum Mai 2004 fortgesetzt. Die untersuchte Flache war saiitiber drei Jahren
mit einer mittleren Tetracyclinkonzentration von tber 100 pg/kg in denol3&rem
kontaminiert. Die Konzentrationen fur Tetracyclin waren dabei 20—40Habbkr als
fur Chlortetracyclin, die sich im Bereich der Bestimmungsgremaa 5 pg/kg
bewegten. Sulfamethazin war lediglich bei drei Probenahmen lbeviatld&ern-
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flachen nachweisbar (siehe Tab. 3-21, Abschnitt 3.4.2.1). Bezogen auf den Oberboden
(0—30 cm) traten die hdchsten Werte jeweils im Frihjahr zu Begjivar Vegetations-
periode auf. Es konnte wie schon in der vorhergehenden Studie gezeigt wiasien,

im November im Vergleich zum Juni bzw. Mai kein signifikanter Ruokgaler
Tetracyclin- und Chlortetracyclinkonzentrationen erfolgte (siehb.8—6, Abschnitt
3.4.2.1). Die relative Abnahme der mittleren Tetracyclinbelastungdiien Zeitraum

von sechs Monaten betrug im Jahr 2001 37 %, im Jahr 2002 59 % und im Jahr 2003
34 %. Dies stimmt gut mit der von A\eVACHIN und KATz (1994) bestimmten
Halbwertzeit von 300 Tagen fir Tetracycline im Boden Uberein. Tegelmaliger
Dungung wurde dagegen in dieser Folgestudie eine weitere Akkumulation in den
Sommermonaten nicht festgestellt. Das heil3t, es findet offgldicein moderater
Abbau oder eine Elimination wahrend der Vegetationsperiode statt. Da Hdennoc
Antibiotika wiederholt in den Boden eingetragen werden, kbnnen die Rickstaide au
als ,pseudo-persistent” bezeichnet werden (IEHTON 2002).

Die Kalkulation der jahrlichen mittleren Gullefrachten fur digséche ver-
deutlicht, dass die hier gemessenen Bodenkonzentrationen das Ergesmisber die
Jahre wiederholten Eintrages sind. Nach den mittleren Analysendatetadtdahr
2002, enthielt der Oberboden (Bodentiefe 0—30 cm; Bodendichte ~1,4 kg/Lijtieh M
745 g Tetracyclin und 18,5 g Chlortetracyclin. Dies entspricht, ohne Berfitgsitg
von Abbauraten, rechnerisch einem 6,7- bzw. 7,7-jahrigen Eintrag der demnijir-
lichen Antibiotikafrachten (siehe Abschnitt 4.4.1.1 undNHSCHER et al. 2005) und
veranschaulicht die Persistenz von Tetracyclinen in dieSemveltkompartiment.
Bestatigt wird dies durch Laborstudien, in denen bereits die Begkéitdvon Tetra-
cyclin- und Chlortetracyclinriickstdanden im Boden bei niedrigen Teatyoen (4 °C)
nachgewiesen wurde @& VACHIN und KATZz 1994; HAMSCHER et al. 2002).

Ein vergleichbares Ergebnis lieferten die UntersuchungeBDR#02 Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum lagen die mittleren TetracyalthChlortetracyc-
linkonzentrationen bei ~10 pg/kg. Obwohl die Belastung mit Tetracyclinenvss
geringer ist als bei StandoBDFO01, ist auch hier ein konstantes Rickstandsniveau
Uber einen Zeitraum von 36 Monaten feststellbar. Diese Studie Viekhentidem die
Konzentrationsunabhangigkeit der Persistenz von Tetracyclinen im Boden.

Im Gegensatz zu den Tetracyclinen zeigen die Sulfonamide eiig abitleres
Umweltverhalten. An StandoBDFO1 wurde von den beiden Sulfonamiden Sulfa-
diazin in den Jahren 2000 AsCcHER et al. 2002) und 2001 in Gulle jedoch nie im
Boden detektiert. Wahrend Sulfamethazin lediglich in der Gulleprobe 2808
vorhanden war, wurde es dagegen diskontinuierlich in Bodenproben aus 2001-2003
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und bestandig von 2002-2004 im Grundwasser detektiert. Die realen Sulfamethaz
(0,5-2 pg/kg) und Sulfadiazinkonzentrationen (< 1 pg/kg) im Boden liegen dabei stets
unter den Chlortetracyclinkonzentrationen?(ug/kg), obwohl die ermittelten Gehalte
der Sulfonamide in Gille teilweise deutlich groRRer sind. Dies Hdpfiz eine sehr
kurze Halbwertzeit im Boden, bestatigt durch Abbauversuche untgibdeithgungen

von BoxALL etal. (2004). Fur diese geringe Stabilitat im Boden sprechen @&ich d
Ergebnisse des Flachenmonitorings (siehe Abschnitt 4.4.2.1) mit der Nabbweis-
frequenz von Sulfamethazin zwischen 0,5-2 pug/kg. Aufgrund der niedrigen Ver-
teilungskoeffzienten in Boden kann es damit zu einer raschen Elimingticn
horizontale oder vertikale Verlagerung (siehe Abschnitt 4.4.2.2) tGlbeWWdsserpfad
kommen. Auch kdnnten bislang nicht bekannte biotische oder abiotischedtrenee
Remobilisierung bewirken. Durch die Bildung von gebunden Rickstarmmmd
residue$ kdnnten die Substanzen auch einfach analytische nicht mehr verfugbar se
(LANGHAMMER etal. 1989; ANGHAMMER etal. 1990). In Modellversuche
konnte diese Arbeitsgruppe signifikante Eintrdge von Sulfamethazin aimbeioc
lasteter Gulle (40 mg/L) in B6den nicht nachweisen. Dennoch konnte inrSuatien

eine gewisse Bioverfugbarkeit der Sulfonamide gezeigt werden. Riesen eine
geringe Aufnahme der Radioaktivitat in die Wurzeln von Pflanzen (36)16nd eine

sehr geringe Verlagerung in den Sprof3 (0,04 %) nach.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Feldstudie demonstriert eindvalikslas
unterschiedliche Umweltverhalten in puncto Persistenz und Sorptiom$yen der
beiden bedeutendsten Antibiotikaklassen. Die Tetracycline sind moblisratioch
persistent im Boden und werden stark an die Bodenmatrix sorbigdn&uide sind
dagegen relativ labil, werden weniger stark sorbiert und weisenit daohes
Verlagerungspotenzial auf (BxALL et al 2004).

4.4.2.4  Bewertung der Bodenuntersuchungen

Die gemessenen Tetracyclinkonzentrationen im Boden liegen unter Anndéme
vollstandigen Verfligbarkeit im Bereich der minimalen Hemmkonzeotbati von
gesundheitsrelevanten Keimen, die vVoR®&KER et al. (2002) mit 0,5-2 mg/L ange-
geben werden. Auch wenn hieraus die Wirkung auf Bodenorganismen nicht direkt
abgeleitet werden kann, deutet dieser Aspekt jedoch auf ein gewigsawial der
betrachteten Wirkstoffe im Hinblick auf eine dkotoxikologische Wirkung Biei der
Neuzulassung von Tierarzneimitteln ist dieses nach Maligaben der
EMEA/CVMP/055/96-final-Leitlinie (EMEA 1997) abzuschatzen. Danactrden
veterindrmedizinische Produkte u. a. dann als potenziell 6kotoxischehegesvenn
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im Boden die in einemMNorstCaseSzenario geschatzte Konzentratigore@icted
environmental concentratiof?EC) einen Wert von 100 pug/kg tberschreitet (VICH
2000; bis 2001: 10 pg/kg, EMEA 1997). Bei einer hypothetischen Neuzulassung
dieser Tierarzneimittel waren bei Uberschreiten dieserg@rigerte damit Unter-
suchungen im Hinblick auf ihnr Umweltverhalten durchzufiihren. Diese weitergehenden
Okotoxikologischen Untersuchungen wéren dann erforderlich, wenn die Halltwertze
der Stoffe langer als 60 Tage ist, und nicht mehr als 90 % ddstdfies innerhalb
eines Jahres abgebaut werden.

Fir den StandorBDFO1 wurde fir Tetracyclin bei 58 % der positiven Einzel-
proben der Wert von 100 pg/kg Uberschritten. Die Kernflachenmittelwari@odien-
tiefen 0—10 cm, 10-20 cm und 20-30 cm waren in 57,1 %, 71,4 %, und 85,7 % von
sieben Probenahmen grofRer als 100 pug/kg. Die Gesamtbelastung des Obeflbodens (
30 cm) an Tetracyclin lag fir alle sieben Zeitpunkte tGber 100 pg/Kage(sieb. 3—6,
Abschnitt 3.4.2.1) und damit Uber den gesamten Untersuchungszeitraum deutlich
oberhalb des EMEA-Triggerwertes fur Okotoxikologie von 100 pg/kg. Lokale
Maxima betrugen teilweise sogar mehr als 500 pug/kg. Unter Berlucgsicttder
Gulleausbringung durch den Landwirt und das Unterpfliigen ist jedoch insgesamt
einer relativ homogenen Verteilung der Antibiotikartickstande UbeGdsamtflache
auszugehen.

Die Ergebnisse des Flachenmonitorings unterstreichen, dass die Baogaohan
dem oben genannten Standort keine Einzelbefunde sind. Der Triggerwert von
100 pg/kg wurde hier ebenso fur die Substanz Tetracyclin bei 5 von 14 r-idote
schritten. Aus dieser fir die Region reprasentativen Studet Ech somit ab, dass
jede dritte Ackerflache der Region Weser-Ems Tetracydkst@nden von bis zu
100 pg/kg aufweisen kann. Die Ergebnisse dieser Feldstudien wirden dahssrnnsbe
dere fur die Altwirkstoffe der Tetracyclinantibiotika Handlungsdoé anzeigen, wenn
diese neu zu zulassende Arzneimittel waren.

Mit den Untersuchungen konnte auch gezeigt werden, dass Boden-Dauerbeobach-
tungsflachen mit gut dokumentierter Bodennutzung und Bodenbeschaffenheit die
Durchfihrung aussagekraftiger Feldstudien gewéhrleisten. So sind aucheitang
untersuchungen, die insbesondere fir eine Risikoabschatzung anthropogeége Eintr
in die Umwelt unabdingbar sind, unter den hier etablierten und uenistokumen-
tierten Freilandbedingungen optimal durchfiihrbar und sollten in dem besclemnebe
Umfang auch fortgesetzt werden.
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443 Eintrag von Tetracyclinen und Sulfonamiden in Sicker- und
Grundwasser uber Gille und gillegediingte Boden

Uber die Gillle in den Boden eingetragene Tierarzneimittel konnen vonadsrt
prinzipiell Uber zwei Wege ins Grundwasser transportiert wer8eankénnen ent-
weder vertikal mit dem Sickerwasser in das Grundwasser verlageden oder
horizontal Uber die Oberflachengewasser und dann durch Uferfiltramiodas
Grundwasser gelangen. Bis vor kurzem waren nur Ergebnisse von Screeningunter
suchungen zum Vorkommen von Tierarzneimitteln in Grund- und Oberflachen-
gewassern bekannt (RscH etal. 1999; ULNDSEY etal. 2001). Da diese nur
Momentaufnahmen darstellen kénnen ist die Eignung solcher Studien zur Abschétzung
eines Gefahrdungspotenzials und Umweltverhaltens dieser StoffieetimDessen
ungeachtet sind keine Langzeitstudien tUber den Eintrag von Tieraitzekirm das
Grundwasser unter Feldbedingungen bekannt.

4.4.3.1 Verlagerung mit dem Sickerwasser

In Deutschland flhrten HRscH et al. (1999) erste Screeninguntersuchungen zum
Vorkommen von Tierarzneimitteln im Grundwasser durch. In 2 von 52 surateten
Grundwasserproben aus einer landwirtschaftlich intensiv genlRagion in Hessen
wurde Sulfamethazin, ein Sulfonamid-Antibiotikum das exklusiv in der Meéter
medizin angewendet wird, detektiert. Die Konzentrationen betrugenu@/Q8und
0,16 pg/L. Allerdings wurden die Befunde in einer weiteren Beprobung nidmt me
bestétigt. Die Autoren schatzten daher das Grundwassergefahrdungspotenzi
Tierarzneimitteln als gering ein (RscH et al. 1999).

Innerhalb einer Screeningstudie von Grund- und Oberflachenwassern Witden
konnten bei den sechs untersuchten Grundwasserproben zu keinem Zeitpakt Te
cycline nachgewiesen werden IDSEY etal. 2001). Lediglich eine Grund-
wasserprobe enthielt Sulfamethoxazol (0,22 pg/L), das vornehmlich in dernHuma
medizin eingesetzt wird. Da Tetracycline nur in Oberflachedgearn nachgewiesen
wurden, scheint nach Ansicht dieser Autoren ein Run-Off der Substanzdé Ober-
flachengewasser wahrscheinlicher zu sein als ein Eintrag icdaslwasser durch
Auswaschen der Boden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig Langzeitstudien Uher adgliche
Verlagerung von Sulfonamiden und Tetracyclinen aus Béden mit dem \8Badsar in
das Grundwasser durchgefihrt. Die gewahlten Standorte der Gruedwass
untersuchungen waren zwei landwirtschaftliche Nutzflachen in dgoR&Veser-Ems
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mit vornehmlich Maisanbau aus dem Boden-DauerbeobachtungsprograniNhfBes
StandortBDFO1 wurde vor allem mit Schweinegille gediingt, wohingegen Standort
BDF02 mit Mischgulle beaufschlagt wurde. Die Flachen wurden einmalighhirh
Friihjahr gediingt, dabei wurden ungefahr 30-&@iille pro Hektar ausgebracht. Die
Probenahme erfolgte an dr&8IF02) bzw. vier BDF01) verschiedenen Entnahme-
stellen in ca. 5 m Abstand, so dass eine reprasentative ProbenahnibelBEiche
gewahrleistet war. Im Unterschied zu einer Pilotstudi@B@R01 (HAMSCHER et al.
2002) wurden die damals verwendeten Borosilikat- durch Nylon- Sondeatediet
sich fur die Probenahme von tetracyclinhaltigen Wasser als besogdeignet
erwiesen (MMSCHER et al. 2003a).

Die innerhalb dieser Arbeit untersuchB®F01 wurde einschlieRlich der Pilot-
studie nun seit fast vier Jahren regelmaflig beprobt. Trotz einer Espesition mit
einer mittleren Tetracyclinkonzentration von ~150 pug/kg Boden war die Koagentr
im oberflachennahen Grundwasser, gewonnen mittels Saugkerzen, fir nahiezu dre
Jahre stets unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,05 pg/L). Erst End&k@tid fur
diese relativ hochbelastete Flache gezeigt werden, dass diesan3ulisnmehr das
Grundwasser erreicht hat. Die nachgewiesenen Tetracyclinkortzaregra lagen
zwischen 0,05 pg/L und 0,14 pg/L. Untersuchungen des gleichen Standortes von April
2002 bis 2004 auf Sulfamethazin zeigten, dass trotz niedriger Konzemtratlieses
Stoffes im Oberboden (0,05-2 pg/kg) ein kontinuierlicher Eintrag (87 % Positiv-
befunde) in das oberflachennahe Grundwasser (1,40 m Bodentiefe) in Konzeertrat
von bis zu 0,24 ug/L erfolgte (siehe Abb. 3-10, Abschnitt 3.4.3.1 ud St HER
et al. 2005).

Am StandortBDF02 wurde mittels Peilbrunnen direkt oberflachennahes Grund-
wasser an zwei Terminen gesammelt und auf Tetracycline untbn&uilide
untersucht. Der Boden dieser Flache war vergleichsweise gerilgsteie
(TC/ICTC ~ 10 pg/kg Boden; SMZ < 0,5 ug/kg Boden). In den analysierten Wasser-
proben, die Uber Peilbrunnen in einer Tiefe von 2,5 m bzw. 3,5 m unter @grd€&e
oberflache gezogen wurden, konnten keine Tetracycline nachgewiesen werden.
Dagegen war in allen analysierten Proben Sulfamethazin mit em@eimalen
Konzentration von 0,09 ug/L nachweisbar (siehe Tab. 3-25, Abschnitt 3.4.3.2).
Bestatigt wurden die Befunde der Peilbrunnen durch die Ergebnisse @esudhiung
der zu einem spéateren Zeitraum gesammelten Sickerwasser Blache. In mehr als
50 % der Proben kam es zu einem Positivhachweis fir Sulfametfaniacycline
waren oberhalb der NWG von 0,05 pg/L nicht nachweisbar (siehe Tab. 3-26,
Abschnitt 3.4.3.2).
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Erklarbar sind diese Befunde mit den unterschiedlichen Sorptionsetigdiesn
von Tetracyclinen und Sulfonamiden (siehe Abschnitt 4.4.2.2). Unter Beaciung
Verdinnungs- und Biodegradationsprozessen, scheinen die hier ermiReéltén
standskonzentrationen flBDFO1 und BDFO2 im oberflachennahen Grundwasser
durchaus plausibel. Wie fir dBDFO1 gezeigt, konnen auch lange zurlckliegende
Sulfamethazineintrage zu kontinuierlichen Nachweisen im oberflaehem Grund-
wasser fuhren.

Die von uns durchgefihrten Untersuchungen insbesondd8®@&01 zeigten zum
ersten Mal eine Verlagerung von Tetracyclinen mit dem Sickerwdssz der starken
Sorption an die Bodenmatrix. Bislang wurde dieser Weg als wenig visgimBch
beurteilt (HRsCH et al. 1999; LNDSEY et al. 2001; Zu et al. 2001; AMSCHER
et al. 2005). Die Sulfamethazinergebnisse der im Rahmen dieseit Acehge-
fuhrten GrundwasseruntersuchungenA(l8CHER et al. 2005) decken sich im
Wesentlichen mit den Ergebnissen von Screeningstudien in Deutschlakdralich
erschienenen Daten aus den USA. Die Gegenuberstellung der eigenendsggabni
denen anderer Studien verdeutlicht eindrucksvoll, dass eine moégliche Gkand-
wassergefahrdung oftmals erst nach vielen Jahren erkannt werden kann.

4.4.3.2  Verlagerung ins Oberflachenwasser

An der Bodenoberflache, z. B. bei nicht untergepfligter Gille oddr su&ille-
krusten, treten relativ hohe Gehalte an Tierarzneimitteln aufhdieosionsprozessen
in Oberflachengewéasser eingetragen werden kénnen. Uber den horizontaksr-Wa
fluss nahe der Bodenoberflache und tUber Drane kénnen ebenfalls Warktindifig
direkt nach der Begullung, in die Oberflachengewéasser gelangen. Ak8tatieen
berichten insbesondere Uber einen Eintrag von Tetracyclinen inl&iherigewasser
(LINDSEY etal. 2001; KOLPIN et al. 2002; ¥NG und CARLSON 2003).

Bei der Untersuchung von 144 Grund- und Oberflachenwasserproben in den USA
enthielten 6 % der Proben Sulfonamide und Tetracycline in Konzentmatiooe
0,07-15 pg/L. In sechs Oberflachengewasserproben wurden drei verschiettane
cycline nachgewiesen (OTC 0,15 pg/L, TC 0,07-1,34 pug/L und CTC 0,11 pg/L).

Die Untersuchung eines Flusslaufes auf sieben Tetracycline uhd Sedtfon-
amide ergab eine hohere Rickstandskonzentration an den Standorten, die sowohl
durch die Eintrage von kommunalen Abwassern, als auch durch den Run-Off von
landwirtschaftlichen Flachen affektiert wurdenA(YG und CARLSON 2003). Die
Konzentration an Tetracyclinen, folglich aus human- und/oder veteridézimscher
Anwendungen, reichte von 0,08-0,30 pug/L. Die Sulfonamide Sulfamethoxazol und
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Sulfachloropyridazin wurden nur an einem Standort mit Konzentrationen gatd3er
0,1 pg/L detektiert und lagen weiter flussabwarts unterhalb der NWi® % pg/L.
Am Standort ohne anthropogenen Einfluss wurden keine Antibiotika detektiert.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass in zuklnftigen Studienplanundemliauc
Untersuchung der Felddrainagen und Oberflachengewésser im Einzugsterdiar
untersuchten Standorte ein Rolle spielen sollten.

4.43.3 Bewertung der Grundwasseruntersuchungen

Momentan gibt es keine gesetzliche Regelung in Deutschland oderopak-die eine
direkte Bewertung der Befunde zulassen wiirde. Nach der Trinkwasseruang gilt

fur Pflanzenschutzmittel und Biozide unterschiedslos ein GrenzweertO0,1 pug/L
(TRINKWYV 2001). Da Pflanzenschutzmittel ebenso wie Arzneimittel im HRlduf
eine biologische Wirkung konzipiert sind, erscheint es vernunftig, den déert
TrinkwV zur vorlaufigen Einschatzung eines moglichen Handlungsbedarfes @uch f
Arzneistoffe zu verwenden. Nach der EMEA-Leitlinie EMEA/CVN®3/96-final
(EMEA 1997), die bei einer Neuzulassung von Veterindrpharmaka heranenzi
ware, geht von zuzulassenden Stoffen eine potenzielle Gefahr fir dadw@asser
aus, wenn hier eine Konzentration von mehr als 0,1 pg/L vorhergesagt wied. Ei
neuere Richtlinie des VICH (2000) stufte diesen Schwellerawgrl pg/L hoch. Die
gemessenen Konzentrationen waren somit in einem Bereich, der Handlungsbeda
aufzeigen konnte.

4.5 Aquakultur

Die in Europa in der Aquakultur zugelassenenen Antibiotika béskén sich auf
wenige Substanzen; ihre Anwendung ist meist speziesabhangig rtimidennoch
wird vermutet, dass der Chemikalien- und insbesondere der Antibiosiedziin der
gegenwartigen Praxis sehr grof} ist. Viele der Wirkstoffe konnerdiallgr erst nach
Umwidmung legal eingesetzt werden. Die haufigsten Antibiotikad sauch hier
wiederum bei den Tetracyclinen und den Sulfonamiden zu finden. Die étiki
werden Uber das Futter oder direkt in das Wasser gegehes (i et al. 1999).
Begriindet in dieser speziellen Anwendungsform werden die Pharnkazdatim
metabolisiert und aufgrund der niedrigen Umgebungstemperaturen kaum wbgeba
(JAcoBseENund BERGLIND 1988). Der geschatzte Antibiotikaanteil, der sich direkt
Uber das Fischfutter oder Uber die Ausscheidungen der Fische in dene&en
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niederschlagt, liegt bei ~75 % (BHARDSON und BOWRON 1985; HALLING -
SPRENSEN1998).

Einer der weltweit am haufigsten in der Aquakultur eingesetzteksWife ist das
Tetracyclinantibiotikum Oxytetracyclin. So detektierteaMBUELSEN (1992) im
Sediment einer Fischfarm nach einer Medikation mit Oxytetratyitise Substanz in
einer betrachtlichen Konzentration von 285 mg/kg. Andere Forschergruppertdserich
ten ebenfalls von Oxytetracyclinrickstanden in marinen Sedimenterdiraglermit
niedrigeren Konzentrationen APONE etal. 1996; AcoBSEN und BERGLIND
1988). Diese Befunde deuten auf einen weit verbreiteten Eintrag voat@xytlin in
dieses Umweltkompartiment hin.

Im Rahmen einer Screening-Studie ,Aquakulturen in Niedersachsemtikiert
vom Veterindrinstitut fur Fische und Fischwaren Cuxhawes Niedersachsischen
Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsichgtl®MES wurden bei 15
Fischhaltungsbetrieben mit Forellenteichwirtschaft, davon 13 mived@icher
Nutzung, Proben von Teichwassern und —sedimenten entnommen (siehe Tab. 3-29,
Abschnitt 3.5). Nach Betreiberangaben kam es bei acht Betreebemer Tierarznei-
mittelanwendung. In 4 von 10 untersuchten Teichsedimenten wurden lediglich die
Tetracycline Oxytetracyclin und Chlortetracyclin im Konzentrasbereich von 2,0—
25,8 ug/kg TS nachgewiesen (siehe Tab. 3-30, Abschnitt 3.5). In zwei der positiv
getesteten Betriebe wurden, laut freiwilligen Angaben der Betrei keine
Tierarzneimittel angewendet. Bei drei Betrieben wurde innerhatbleteten 12
Monate vor der Beprobung ein Trimethoprim/Sulfonamid-Praparat angewendet.
Sulfonamide waren jedoch in Wasser und Sediment nie nachweisbaspibzd flr
eine rasche Elimination in diesem Umweltkompartiment.

Die hier ermittelten Daten sind auf den ersten Blick betedceticht so alarmierend
wie die fur die Intensivtierhaltung. Da diese Studie in den Wirdeaten durch-
gefuhrt wurde, kdonnte der im Vergleich zu der warmeren Jahreszditigemeinen
bessere Hygienestatus fur den geringen Antibiotikaeinsatz veralittvsdin. Weiter-
hin sollte in einer Folgestudie die Probenahme direkt nach eiaedikition erfolgen,
da hier mit punktuell héheren Rickstandskonzentrationen gerechnet werderSmus
zeigten BEBAK-WILLIAMS et al. (2002) bei Futterungsstudien mit Oxytetracyclin
im Wasser- und Sediment einen Anstieg innerhalb der 10-tdgigen Anwendung
(500 pg/L Wasser; 1900 mg/kg Sediment) und einen signifikanten Abfall biSagm
21 (< 100 pg/L Wasser; < 2 mg/kg Sediment) nach der Anwendung.
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4.6 Mdgliche Effekte von Antibiotika aus dem
landwirtschaftlichen Umfeld in der Umwelt

Die pharmakologische Wirkung der Antibiotika beruht auf der Schadigung oder
Abtdtung von Mikroorganismen und Prokaryonten bei Konzentrationen, die fir den
Wirtsorganismus weitgehend untoxisch sind. Die selektive Toxizitdamtdriotika ist
darauf zuriickzufuhren, dass sie gezielt in Strukturen oder Mechanisimgreifen,

die alleinig beim Zielorganismus vorhanden sind. Nachteilige EffekteAvibiRbio-
tikarickstanden in der Umwelt sind daher potenziell bei teisesen und aquatischen
Mirkoorganismen zu erwarten und weniger bei eukaryontischen Nichtzielemgzm
oder auch Pflanzen. Das Ausmald der Umweltwirkung ist wiederunesghmit den
Umweltkonzentrationen der Antibiotika und deren Bioverfugbarkea (s 2001)
verknupft. Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass Antibiotika rebdichen
Mengen in Gulle (mg/kg-Bereich) und Boden (ug/kg-Bereich) nachgewieselenve
kénnen. Da Antibiotika in verschiedenen biotischen oder abiotischensBeszabge-
baut werden konnen, missen zudem die Degradationsprodukte mit bertcksichtigt
werden.

46.1.1 Boden und Sediment

Umfassende systematische Untersuchungen zu mdglichen Effekten von Adatilriot
Bdden sind auf Grund der enorm hohen Komplexitat des Lebensraumes Bodens
bislang nicht durchgefiihrt worden. Diskutierte Effekte sind AnderungeStdektur

bzw. der Funktion mikrobieller Biozénosen. Auch kdnnte die Zusammenseteung d
mikrobiellen Gemeinschaft durch den Eintrag von Antibiotika-Resigermen und

dem einhergehenden horizontalen Gentransfer beeinflusst werdengN 2001).

Wie erwartet, konnte eine 6kotoxikologische Wirkung auf héhere Bodenorganis-
men bislang nicht festgestellt werden. Selbst hohe Konzentratiooe mehreren
mg/kg Boden an Oxytetracyclin und Tylosin Ubten keine nachteiligen Effektdi@uf
Mortalitat und Reproduktion von Regenwirmern, Collembolen und Enchytraen aus
(BAGUER et al. 2000).

Als weitere Wirkung, ist auch eine Beeinflussung der Pflanzénw@&etracht zu
ziehen. Bislang konnten nur in vitro Phytotoxizitatstudien Effekte auf Wachstum
und Entwicklung bei verschiedenen Feldfrichtehgseolus vulgaris |.Glycine max
Medicagosativa Zea may}k festgestellt werden §EmMBA 2002). Die Effektkonzen-
trationen lagen dort im mittleren pg/kg-Bereich. Das heil3t, nut@@PRoiger Biover-
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fugbarkeit der hier maximal gemessenen Umweltkonzentrationen wireimer
phytotoxischen Wirkung zu rechnen.

Marine Sedimente und getrockenete Gilleaggregate stellen, untehmarcer
vollstandigen Bioverfligbarkeit, zumindest zwei bekannte ,Hot-Spots* datpkhée
Tetracyclinkonzentrationen im Bereich der minimalen Hemmkonzenirdir die
verschiedensten Bakterien von 0,5-2 mg/L aufweiserRdKER etal. 2002).
Verschiedene Studien @#EvscHER etal. 2000; 2002; HpPeRrR etal. 2002,
SCHLUSENER et al. 2003a) und die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigtensittzevi,
dass die Antibiotikakonzentrationen im Boden (niedriger bis mittjegétg-Breich) in
der Regel unter den minimalen Hemmkonzentrationen liegen. Firyidinagurden
aber auch lokale Maxima bis zu 500 pg/kg gemessen. Gerade fur diesanSubst
scheint aber die Bioverfugbarkeit limitiert, da insbesondere diacheline stark in
Boden sorbiert werden. Biotische oder abiotische Faktoren, die gegelisniamnéa
Remobilisierung bewirken sind bislang nur vereinzelt bekanntL{HNG -
SORENSEN etal. 2002). Da die Mehrzahl der bislang gemessenen
Umweltkonzentrationen im subtherapeutischen Bereich liegt, sindudegwartenden
Effekte eher subtiler Natur und ihr Nachweis scheitert an deshtiNbrhandensein
adaquater Testmethoden.

Die Mehrzahl der beschriebenen Studien zu Umwelteffekten von Auritéoiot
befasst sich somit mit dem Thema des Eintrages und des Vorkmmrun
antibiotikaresistenten Bakterien. So berichteAREE-SANFORD et al. (2001) Uber
das Vorkommen von Tetracyclinresistenzgenen in Gille-Lagunen z&elexveine-
mastbetriebe und den Eintrag ins Grundwasser. Nicht vollstandig gskiglferdings,
ob es durch die Ausbringung von Gille langerfristig zu einer Vesehgevon Anti-
biotikaresistenzspektren in den Bodenmikroorganismen-Gemeinschaftemekom
kann. ENSEN et al. 2001 fanden in Ackerbdden antibiotikaresistente Stdmme von
Pseudomonaspp. undBacillus cereus(z. B. Resistenz gegen TC, Streptomycin und
Erythromycin). Jedoch war der Effekt nur gering und kurzfristig zu beobgchte
wodurch nicht ausgeschlossen werden kann, dass die resistenten Bdidezienin
der Gille vorhanden waren. AucltESGEL@V et al. (2003) erkannten einen tempo-
raren Anstieg der tetracyclineresistenten Bakterien im Bodem bangung mit tetra-
cyclinhaltiger Gulle (0,04-0,7 mg/L). Ferner entdecktena@ und LAPARA (2003)
einen nachhaltigen Zusammenhang zwischen der Exposition von Ackerland mi
Wirtschaftsdiingern aus Betrieben mit subtherapeutischer Tylosindong und der
Zunahme von tylosinresistenten Bakterien bei der Gesamtheikudgvierbaren
Bodenmikroorganismen. Diese Studien deuten auf einen postuliertenelggmer
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Zusammenhang zwischen Antibiotikaexposition und dem prozentualen Anteil
antibiotikaresistenter Bodenbakterien iidsu 2001) hin. Vdllig ungeklart ist
dennoch, ob die Antibiotikariickstdnde die Resistenzbildung in der Unhivdkrn

oder den gegebenen Resistenzstatus lediglich aufrechterhalten.

46.1.2 Grundwasser

Obwohl die Sulfonamidantibiotika offensichtlich in Gille und Boden sclatglebaut
werden, sind sie dennoch stabil genug, um ins oberflachennahe Grundwasser
vorzudringen (ng/L-Bereich). Die Tetracycline sind dagegen in Giilé Boden
persistent. Da sie stark an Bestandteile der Bodenmatriiegonterden, kann nur ein
Bruchteil der Tetracyclinfrachten als bioverfligbar erachtetderer Degradations-
prozesse konnten dabei die Remobilisierung beeinflussen, da Abbauprodukte im
Vergleich zur Muttersubstanz veranderte Mobilitdtseigenschaftdnweisen konnen
(z. B. TC versus ATC; HLLING -S@RENSENet al. 2002).

Es wird angenommen, dass die Exposition von Bakterien mit Konzenwati
unterhalb des therapeutischen Bereichs die Selektion antibicidardger Stamme
beschleunigt. Zudem kdnnen Resistenzeigenschaften durch Gentrarfstandare
aguatische Bakterien uUbertragen werdenUfMMERER 2003a/b). Im Falle des
Sulfonamides Sulfamethazin kénnten somit die wiederholten EintragesitGand-
wasser im subtherapeutischen Konzentrationsbereich die Rekikteng bei aqua-
tischen Bakterien fordern. Der erstmalige Nachweis von TetiadyclGrundwasser-
proben unterhalb einer seit vielen Jahren hoch belasteten |asuhaittichen
Nutzflache zeigt, dass auch der Faktor Zeit bei der zukunftigenhibiarcing von
Feldstudien eine wichtige Rolle spielen wirdd EE-SANFORD et al. (2001) stellten
einen direkten Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Tetracystemesi
genen im Grundwasser und der Landwirtschaft fest. Nach Meinung diasmeA
konnte das Grundwasser eine potenzielle Quelle fiir Antibiotikéeagen in der
Nahrungskette sein.

46.1.3 Andere Effekte

Wiederholt wurde Uber Stérungen beim Betrieb von Fermentern und Bitagean
bei der Verwendung antibiotikahaltigen Gillen berichtetai(LA1 etal. 2002;
MASSE et al. 2000). Da dies auch zu betrachtlichen wirtschaftlichen Sclficiem
kann, ware eine Reduktion des Eintrages von Antibiotika in die Gullpraritares
Ziel.
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4.7 Luftgetragene Antibiotikartickstdnde in Stallsta uben

4.7.1 Der Stallstaub als neue Quelle von Tierarznei  mittel und
deren Freisetzung Uber die Luft in die Umwelt

Im Vergleich zu den anerkannten Expositionswegen von Antibiotika avetsmar-
medizinischen Anwendung in die UmweltJ€MBA 2002; BRGENSEN und
HALLING -S@RENSEN 2000) und deren Vorkommen in diesen Kompartimenten
(BoxaLL etal. 2003; HIELE-BRUHN 2003a) stellen die Ergebnisse bzgl.
Antibiotikartickstdnden in Stallstduben einen vollig neuen Eintragsweg d@e. D
Vorkommen zahlreicher Antibiotika (bis zu FUnf in einer Probe) itrdoatlichen
Konzentrationen (mg/kg-Bereich; siehe Tab. 3-31, Abschnitt 3.6.1) im Sclawbbst
von Stallluft, kénnte ein in diesem Zusammenhang noch nicht beschriebenes
Gesundheitsrisiko fir den Menschen darstellen. Die partikelgebundenbiofikdi in

der Stallluft kbnnen dabei aus verschiedenen Quellen stammen. Watirsiehréhrt

der Hauptanteil der Belastung von antibiotikahaltigen FutterstofferBlee der Ver-
futterung kann es durch diese pelletierten oder pulverisierten Foffiergu einer
erheblichen Staubbelastung kommen. Weiterhin tragen auch getrockitiejga@ikel

zur Gesamtheit des Stallstaubes bed (1AM 1993).

4.7.2 Luftgetragene Antbiotikartickstande -
Ein Gesundheitsrisiko flir den Menschen?

Wahrend einer retrospektiven Studie in einem Schweinestall wilbge einen
Zeitraum von 20 Jahren eine fortwdhrende Belastung des Stallstanitbodsen am
haufigsten eingesetzten Antibiotika in einem Konzentrationsbereich Oyth8—
12,5 mg/kg Staub nachgewiesen. Auch ein Kurzzeitmonitoring einer Huhergta
fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Die Staubproben wurden bis zipunkeder
Analyse bis zu 20 Jahre bei 4 °C gelagert, was fir die PewidanAntibiotika in
dieser Matrix spricht. Zwei Einzelbefunde vomMiELE-BRUHN et al. (2003b) in
Stallabluftstaub bestatigen die Relevanz von Stallstauben als rTrige
Antibiotikartickstanden.

Aufgrund des hohen Bakterien- und Endotoxingehaltes, gilt Stallstaularsgénh
als Risikofaktor insbesondere in der Ausbildung von Atemwegserkrankungen
(IVERSEN et al. 2000; MwAK 1998; R ATz etal. 1995; RDON et al. 2002). Der
hier erstmalig erbrachte Nachweis von Antibiotikarickstandenalts@&iuben konnte
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somit ein zusatzliches, bislang nicht berlcksichtigtes, gesundhestl Risiko dar-
stellen. Die langfristige Belastung der Stallluft mit Antibkatikonnte ein allergenes
Risiko fur die exponierten Menschen darstellen. Insbesondere geltennTyiodi
Sulfamethazin, die in beiden Studien in hoher Frequenz detektiert nyuade
Wirkstoffe mit allergenem Potenzial RBERA und DE LA CUADRA 1989;
CARAFFINI etal. 1994; DNESE etal. 1994; HORTH und ROED-PETERSEN
1980). Der Schwebstaub des Schweinestalls war zeitweise au€himiamphenicol
belastet, das in seltenen Fallen erhebliche Nebenwirkungen zeigefH@nn et al.
1993). Seit 1994 ist der Einsatz als Tierarzneimittel fur Lebgtediefernde Tiere
verboten und gemalR der Ratsverordnung 2377/90 (EWG), Anhang IV, gilt in der
europaischen Union eine Null-Toleranz (EG 1990). Die therapeutischehBienzon
Chloramphenicol fuhrt mit einer sehr geringen Inzidenz zu irrddlersund todlichen
Knochenmarksaplasien. Das Ausldosen der aplastischen Anamie beisthMa ist
dosisunabhangig. Genotoxizitatstests und Toxizitatsstudien fihrten beiudezilBag

von Chloramphenicol dazu, dass kein ADI-Weatdeptable daily intakefestgelegt
werden konnte (JEFCA 1994) und folglich die Aufnahme in Anhang IV gemali
Artikel 5 der VO 2377/90 (EWG) erfolgte (EG 1990, EMEA 1996).

Des Weiteren kann die Inhalation eines ganzen Antibiotiakcocktails Ube
Staubpartikel die Selektion antibiotikaresistenter Keime férddmmSCHER et al.
(2003b) berechnete eine tagliche inhalierbare Antibiotikamenge von 0,02 passif
einer mittleren Antibiotikagesamtmenge von 3,4 mg/kg Staub. In Praxis konnen dies
Konzentrationen weitaus hoher sein (siehe Tab. 3-31, Abschnitt 3.6.1). Obw/sbl di
ermittelten lokalen Konzentrationen in der Lunge noch weit unter déektEf
konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe liegen, stellt die permaiemqiesition mit
subtherapeutischen Wirkdosen optimale Bedingungen zur Ausbildung von Antibiotika-
resistenzen dar (&ALCHIN und KATz 1994). Dennoch kénnte auch durch die
Inhalation von antibiotikaresistenten Keimen eine direkte Veumg der Resistenz-
eigenschaften erfolgen. So stellte ZN (2001) in einem ventilierten Schweinestall,
bei einer Tylosinkonzentration von 8 ng/L Luft, eine Resistenz gegenibeinTkes
80 % der kultivierbaren Bakterien fest. Bei der zukinftigen Beurtelamggesund-
heitsrelevanten Stoffen in Stallstduben sollten neben Schimmalp&atreidemilben,
Endotoxinen und mineralischen Partikeln auch Antibiotika Berucksichtigmaegrr.
DarUber hinaus wéaren weitergehende Untersuchungen z. B. bezuglich dgsAlle
oder Resistenzstatus von Personen wichtig, die im landwirtschefili Bereich
beschaftigt sind.
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4.7.3 Stallstdube als Informationsquelle zur landwir  tschaftlichen Praxis

Die Daten der retrospektiven Studie kdnnen auch noch unter einemeradspekt
betrachtet werden. So stellt das Vorkommen der einzelnen Antibiotden verschie-
denen Staubproben einen Fingerabdruck der in diesem Zeitabschnitteicdiaior
Wirkstoffe dar. Die GroRRenordnung der Antibiotikakonzentrationen lass&k-R
schlisse auf den Gesundheitsstatus des Tierbestandes zu. Derchteesshweine-

stall wurde 1984 komplett neu umgebaut, was sich offensichtlich kuigfpesitiv

auf den Hygienestatus auswirkte. So wurden in den Jahren 1984 und 1985 keine
Antibiotikartiickstdande im Staub detektiert. Weitergehend koénnen anhand diese
Studiendaten sogar die Verbrauchspraferenzen in der Intensivtiathak€lektiert
werden. In den 1980er Jahren wurde in der Schweinemast vor allem Tylgsafden
Mengen eingesetzt, demonstriert durch die Studiendaten der Proben aus 1983 und
1986-1987. In der Europaischen Union wurde im Jahr 1998 Tylosin endgultig als
Leistungsfoérderer verboten und war folglich in den Staubproben von 1990 und 2000
nicht mehr nachweisbar. Die drei Chloramphenicol-positiven Staubprobmmedat

alle vor 1994, dem Jahr des EU-weiten Anwendungsverbotes fur Chloramphmicol
lebensmittelliefernden Tieren. Anhand einer Staubanalyse kdnnte zgkéauotth ein
illegaler Wirkstoffeinsatz nachgewiesen werden.
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51 Geréate und sonstiges Labormaterial
5.1.1 Probenvorbereitung
Dispenser: -.EM-Dispenser“ 0,4-2 mL und 2-10 mL

Dispergiergerate:

Rotationsverdampfer:
(mit Vakuumpumpe)
Ruhrer:

Schttler:

Sieb:
SPE-Vakkuum-Einheit:
Vakuumpumpe:

(fur Rotationsverdampfer)

Waagen:

Zentrifugen:

(Hirschmann LaborgerateEberstadt, Deutschland)
,Ultraturrax T25 basic*"
(IKA Labortechnik Staufen, Deutschland)
Kaffeemuihle ,MC 23200“
(SiemensMunchen, Deutschland)
.Laborota-4002 digital”
(Heidolph InstrumentsSchwabach,Deutschland)
Magnetrihrer ,RTC basic*
(IKA Labortechnik Staufen, Deutschland)
Rotationsschiittler ,KS 125 basic* und ,,KS 130 basic"
(IKA Labortechnik Staufen, Deutschland)
Analysensieb aus rostfreiem Stahl, cut-off: 2 mm
(200 mm @ x 50 mm)RetschHaan, Deutschland)
.Baker spe 12G System*
(Mallinckrodt Baker Griesheim, Deutschland)
»vacuubrand CVC 2" fir Rotationsverdampfer
(Heidolph InstrumentsSchwabach, Deutschland)
Analysenwaage ,MC 210P*
(Sartorius Gottingen, Deutschland)
Laborwaage ,,OL 3100-P*
(Omnilab-LaborzentrupBremen, Deutschland)
,CS 15R* mit Festwinkelrotor ,FO850" und Schwenkrotor
»94180“ und ,Microfuge R* mit Festwinkelrotor ,F241.5*
(Beckman Instruments GmbMunchen, Deutschland)
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5.1.2 Verbrauchsmaterial
Kunststoffspritzen: ,Braun-Injekt“ 10 und 20 mL
(B. Braun Melsungen, Deutschland)
Membranfilter: -,ME 25 Cellulosemischester, Porengrof3e 0,45 pum,

0 50 mm (Artikelnr. 10 401614%&chleicher & Schuell
Dassel, Deutschland)

Mikroeinséatze: ,G30%, 225 pL und ,G30/5-zyl*, 260 uL fur Probenflasch-
chen (Artikelnr. 300405 und 3004035 Chromatographie
Service Langerwehe, Deutschland)

Pasteurpipetten: 150 mm und 230 mm, Glas
(Carl Roth Karlsruhe, Deutschland)

Pipettenspitzen: Standardtips, 20 pL, 100 pL, 1000 pL und 2,5 mL
(Eppendorf Hamburg, Deutschland)

Probenflaschchen: 1,5 mL, klar, Schraubkappe (Artikelnr. 100010;
Thermo Electron CorporatigrEgelsbach, Deutschland)

Reaktionsgefalle: ~Safe-Lock ReaktionsgefaRe” 1,5 mL und 2 mL, farblos
(Eppendorf Hamburg, Deutschland)

SPE-Kartuschen: .Bakerbond SDB-1%, 200 mg, 6 mL (Artikelnr. 7519-05;
Mallinckrodt Baker Griesheim, Deutschland)

Zentrifugenbecher: Zentrifugenbecher aus PP mit Schraubdeckel aus PA,

200 mL (Artikelnr. 361 245Beckman Instruments
Munchen, Deutschland)

5.1.3 Sonstiges

Backofen: Ofen mit Pyrolysefunktion ,Competence*
(AEG, Frankfurt am Main, Deutschland)

Glas-Filtrationsgerat: 1-L-Auffangflasche und 250-mL-Aufsatz
(Schleicher & SchuelDassel, Deutschland)

Laborspulmaschine: .Mielabor G7783 Multitronic*

(mit ReinstwasserspilanlagefMiele, Gutersloh, Deutschland)

pH-Meter: pH-Meter mit pH-Elektrode ,BlueLine 14 pH mit
Temperatursensor'Schott Mainz, Deutschland)

Reinstwasseranlage: ,MilliQ PF Plus“ mit Elektroentionisierupgtesn ,Elix 3"

(Millipore, Billerica, MA, USA)
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Reinstwasserspulanlage: ,Aqua Purifikator G7798fele, Gutersloh, Deutschland)

(fur Laborspulmaschine)

Spulmittel: .,RBS Solid Konzentrat*
(fiir Laborspulmaschine)  (Carl Roth Karlsruhe, Deutschland)
Trockenschrank: Umlufttrockenschrank ,UT 6

(Heraeus Instrument$ianau, Deutschland)
Ultraschallbad: ~Sonorex Super RK 514 BH*

(Bandelin ElectronicBerlin, Deutschland)
Variable Pipetten: ,Eppendorf Referefid@ariabel* 1-10 pL, 2—20 pL,

10-100 pL, 50-200 pL, 100-1000 pL und 500-2500 pL
(Eppendorf Hamburg, Deutschland)

Vortex-Mixer: »,Reax 2000“
(Heidolph InstrumentsSchwabach, Deutschland)

5.1.4 Hochleistungsflissigkeitschromatografie-Masse nspektrometrie/-
Tandemmassenspektrometrie

5141 HPLC-System

Entgaser: Vacuum Membran Degasser

(Thermo Separation ProdugtSan Jose, CA, USA)
Pumpe: P4000Thermo Separation ProductSan Jose, CA, USA)
Autosampler: AS3000Thermo Separation Produg¢tSan Jose, CA, USA)

mit 250-puL-Probenspritze und 20-uL-Probenschleife;
Tray-Temperatur: 10 °C
Injektion/Injektor: ~Push-Loop”-Injektion, 8 pL (Standardinjektionsvolumen);
Spullésung: Methanol/10 mM Oxalsaure (90AA),
Spulvolumen: 3 mL
Diodenarraydetektor: UV6000LP, Detektorzelle: 50 mm, 10 pL
(Thermo Separation Produg¢tSan Jose, CA, USA)
Controller: SN4000Thermo Separation Produc¢tSan Jose, CA, USA)

5.1.4.2 HPLC-Bedingungen

Alle verwendeten HPLC-Methoden basieren auf einem bindren Fliefsygtem mit
5 M Ammoniumacetat/Ameisensaure/Wasser (0,02/0,5/99vA8y) (pH 2,5) und
Acetonitril. Die entsprechenden Gradienten sind in Tab. 5-1 aufgefihrt.
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Tab. 5-1: HPLC-Gradienten

Zeit Fluss Gradient 1 Gradient 2 Fluss Gradient 3

[min]  [mL/min]  A*[%] B°[%] A%[%] B°[%] [mL/min] A*[%] B"[%]
0 1,0 100 0 100 0 15 100 0
1 1,0 100 0 100 0 15 100 0
7 1,0 - - - - 1,5 60 40
7,5 1,0 - - - - 15 60 40
8 1,0 - - - - 15 1 99
10 1,0 50 50 75 25 1,5 1 99
11 1,0 50 50 50 50 15 100 0
12 1,0 1 99 - - - - -
14 1,0 - - 50 50 - - —
15 1,0 1 99 1 99 - - -
16 1,0 100 0 - - 15 100 0
18 1,0 - - 1 99 - - -
19 1,0 - - 100 0 - - -
24 1,0 100 0 - - - - -
27 1,0 - - 100 0 - -

% FlieBmittel A: 5 M Ammoniumacetat/Ameisensaure/Wasser (0,02/0,5/99,48; viv/v) (pH 2,5)
® FlieRmittel B: Acetonitril

51.4.3 HPLC-Trennsaulen

Bei den etablierten HPLC-MS-Methoden werden die Analyten stamd#id auf der
Trennsaule ,Puresil C18" vowatersgetrennt. Diese Referenzséule und alle weiteren
im Rahmen einer Methodenoptimierung getesteten Trennséulen sindbin5¥2
aufgefuhrt.

Tab.5-2:  HPLC-Trennsaulen: Referenzsaule* und getes  tete” Saulen

Dimension  Partikelgrof3e Porendurchmesser

Hersteller Material (mm] (] Al
Waters *Puresil” C18 150 x 4,6 5 120
Phenomenex *Luna Phenyl-Hexyl 150 x 4,6 5 100
Phenomenex *Luna RP8 150 x 4,6 5 100
Phenomenex #Luna RP18 150 x 4,6 5 100
Thermo Hypersil "Hypercarb® 100 x 4,0 5 250
Thermo Hypersil "Hypersil Gold 150 x 4,6 5 175
Varian *MetaSil AQ RP18 150 x 4,6 5 100
Varian *Polaris C18-A 250 x 4,6 5 180
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5.1.4.4 Massenspektrometer

Massenspektrometer: Finnigan LCQ lon Trap-Massenspektrometer migdinni
Elektrospray lonisation-Interface (ESI)
(Finnigan MAT, Bremen, Deutschland)
Druckluftkompressor: MGK-N421/9Mabhle, Stuttgart, Deutschland)
Stickstoff-Generator: Ecoinert 2 ESPWT-GmbH Gelsenkirchen, Deutschland)
ESI-Koppelkapillare: Desaktivierte Fused Silica Kapillare (100 pm)i
(Finnigan MAT Bremen, Deutschland)
ESI-Nadel-Spannung: +5 kV/-3 kV

Positiv-Modus: alle Verbindungen auf3er Chloramphenicol
Negativ-Modus: Chloramphenicol

Trockengas: Stickstoff

Sheathgas: 100 Einheiten

Auxgas: 0 Einheiten

Dampfungsgas: Helium 5.0

Temperatur Kapillare: 150 °C

Auswertung: Xcalibur

(Thermo Electron CorporatigrEgelsbach, Deutschland)

5.1.45 MS"-Methoden

Anmerkung: Die im Rahmen der Methodenentwicklung verwendeten MS-Msthod
und deren zugrunde liegenden Massensegmente betrugen fir die Gruppen der
Tetracyclinem/z400-500 und der Sulfonamid@&z200-350 sowie fur die Substanzen
Tylosin m/z850-950 und Chlorampheniaolz250-350.

Methode 1. Detektion von OTC, TC,CTC, TYL und CAP
Trennsaule: Puresil C18

Fluss: 1 mL/min

Gradient: Gradient 1

MS/MS-Modus: Segment 1
Dauer: 7,20 min
(+) MS/MS (461,1)- (130,0-500,0)
Kollisionsenergie (CE): 20,0 %; Isolation Width (IsoW): 1,6
m/z=443,1
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Segment 2
Dauer: 0,50 min

(+) MS/MS (445,1) (130,0-500,0)
CE: 20,0 %; IsoW: 1,4
m/z=427,1

Segment 3
Dauer: 1,10 min

(+) MS/MS (479,1)— (130,0-500,0)
CE: 27,0 %:; IsoW: 1,6
m/z= 4441 + 461,1 + 462,1

Segment 4
Dauer: 1,40 min

(+) MS/MS (916,5)— (700,0-950,0)
CE: 28,0 %: IsoW: 2,0
m/z=772,1

Segment 5
Dauer: 0,80 min

(-) MS/MS (321,1)— (85,0-350,0)
CE: 24,0 %; IsoW: 1,4, Source Induced Dissociation (SID): 10 V
m/z=194,1 + 237,1 + 249,1

Methode 2: Detektion von TC, CTC und ATC
(inklusive Epi- und/oder |so-Ver bindungen)

Trennsaule: Puresil C18

Fluss: 1 mL/min

Gradient: Gradient 1

MS/MS-Modus: Segment 1
Dauer: 7,70 min
(+) MS/MS (445,1)- (130,0-500,0)
CE: 20,0 %: IsoW: 1,4
m/z=427,1

Segment 2
Dauer: 1,10 min

(+) MS/MS (479,1)- (130,0-500,0)
CE: 27,0 %; IsoW: 1,6
m/z=444,1 + 461,1 + 462,1

Segment 3
Dauer: 1,20 min

(+) MS/MS (427,1)— (130,0-500,0)
CE: 22,0 %; IsoW: 1,5
m/z=410,0
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Methode 3:
Trennsaule:
Fluss:
Gradient:
MS/MS-Modus:

Detektion der Sulfonamide
Puresil C18

1 mL/min

Gradient 2

Segment 1
Dauer: 8,75 min

(+) MS/MS (251,1)— (85,0-300,0)
CE: 29,0 %; IsoW: 1,0
m/z=156,1 + 174,1

Segment 2
Dauer: 0,55 min

(+) MS/MS (256,1)— (85,0-300,0)
CE: 28,0 %: IsoW: 1,0
m/z= 156,1

Segment 3
Dauer: 0,65 min

(+) MS/MS (265,1)— (85,0-300,0)
CE: 30,0 %: IsoW: 1,0
m/z=156,1 + 174,1 + 190,1

Segment 4
Dauer: 0,90 min

(+) MS/IMS (279,1)— (85,0-300,0)
CE: 30,0 %: IsoW: 1,0
m/z= 204,1

Segment 5
Dauer: 1,55 min

(+) MS/MS (281,1)— (85,0-300,0)
CE: 30,0 %: IsoW: 1,0
m/z=108,1 + 126,1 + 156,1 + 215,1

Segment 6
Dauer: 1,00 min

(+) MS/MS (254,1)— (85,0-300,0)
CE: 34,0 %: IsoW: 1,0
m/z=147,1 + 156,1 + 188,1 + 190,1 + 194,1

Segment 7
Dauer: 1,10 min

(+) MS/MS (311,1)- (85,0-320,0)
CE: 34,0 %: IsoW: 1,0
m/z=156,1 + 218,1 + 245,1
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Methode 4:
Trennsaule:
Fluss:
Gradient:

MS/MS-Modus:

Detektion von OTC (inklusive Epi- und Apo-Ver bindungen)
Puresil C18

1 mL/min

Gradient 1

Segment 1
Dauer: 7,20 min

(+) MS/MS (461,1)— (130,0-500,0)
CE: 20,0 %; IsoW: 1,6
m/z= 443,1

Segment 2
Dauer: 3,80 min

(+) MS/MS (443,1)— (130,0-500,0)
CE: 22,0 %; IsoW: 1,6

m/z=426,1

Methode 5; Detektion von CAP

Trennsaule: Puresil C18

Fluss: 1 mL/min

Gradient: Gradient 1

MS3-Modus: Segment 1
Dauer: 11,00 min
(=) MS/MS/MS (321,1)- (194,1)— (50,0-200,0)
CE: 24,0 %: IsoW: 1,4, SID: 10V
m/z=176,1

5.2 Material

5.2.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besal3eer iRabel p.a.-
Qualitat, die benutzten Losungsmittel fir HPLC und Probenvorbereiturgnhalte
HPLC-Gradientenqualitat (siehe Tab. 5-3). Das Wasser zureHenst der Eluenten

fur die HPLC, von Reagenzien- und Pufferldosungen sowie fir sonstige Ver-
wendungszwecke wurde aus einer Millipore-QF-Anlage (siehe Abschriit3)

entnommen.
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Tab. 5-3:  Chemikalien und Lésungsmittel fur die HPL

C und zur Probenvorbereitung

Substanz Reinheit Hersteller Artikelnummer
Acetonitril HPLC grade Mallinckrodt Baker 8143
Ameisensaure 98-100 % p.a. Riedel-de Haen 33015
Ammoniumacetat p.a. Merck 1.01116.
Citronensaure-Monohydrat p.a. Merck 1.00244.
Essigsaure 100 % HPLC grade Mallinckrodt Baker 6152
Essigsaureethylester HPLC grade Aldrich 27,052-0
Ethylendiamintetraacetat- . )

R . ultrarein Sigma E-1644
Dinatriumsalz-Dihydrat
Helium 5.0 Linde AG k. A.
Humusséaure techn. Fluka 53680
Methanol HPLC grade Mallinckrodt Baker 8402
Calciumchlorid-Dihydrat p.a. Merck 1.02382.
Natriumhydroxid-Platzchen p.a. Merck 1.06498.
Oxalsaure-Dihydrat p.a. Merck 1.00495.

Abk.: k. A., keine Angabe

522 Standardsubstanzen

Ausgehend von den in Tab. 5-4 aufgefuhrten Standardsubstanzen werden Stamm-
l6sungen mit einer effektiven Massenkonzentration von 1 mg Reinsubstanz/mL
Methanol hergestellt. Die Reinheitsangaben der Substanzen lauéllderdydrat-
wasseranteile oder das Vorliegen als Hydrochloridsalze werdeimem e&orrektur-

faktor bertcksichtigt und die Einwaagen mittels dieses Faktorsgiert (siehe

Tab. 5-5). FUr massenspektrometrische Untersuchungen werden aus den Stamm-
l6sungen (1,0 mg/mL) verschiedene Standardmixturen in Methanol durch Vendiinne
um den Faktor 100 (10 pg/mL) bzw. 1000 (1 pg/mL) hergestellt. Alle Lésungen
werden bei —20 °C gelagert.

Stammldsungen (1 mg/mL) bleiben so gelagert Uber einen Zeitraum von
mindestens 12 Monaten stabil. Die 10 pg/mL-Standardmixturen koénnen fir drei
Monate und die 1 pg/mL-Standardmixturen fur eine Woche verwendet werden.
Arbeitsstandards werden arbeitstaglich frisch hergestellt.
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Tab. 5-4:  Standardsubstanzen

Substanz CAS-Nummer Hersteller Bestellnummer
Anhydrotetracyclin-HCI 13803-65-1 Riedel de Haen 37919
a-Apooxytetracyclin 18695-01-7 Acros Organics 257721000
B-Apooxytetracyclin 18751-99-0 Acros Organics 257731000
Chloramphenicol 56-75-7 Riedel de Haen 46110
Chlortetracyclin-HCI 64-72-2 Riedel de Haen 46133
4-Epianhydrotetracyclin-HCI 4465-65-0 Riedel de Haen 37921
4-Epichlortetracyclin-HCI 101342-45-4 Acros Organics 268231000
4-Epioxytetracyclin 14206-58-7 Acros Organics 257711000
4-Epitetracyclin-HCI 23313-80-6 Riedel de Haen 37918
Isochlortetracyclin-HCI 89835-80-3 Acros Organics 268211000
Oxytetracyclin-HCI 2058-46-0 Riedel de Haen 46598
Sulfadiazin 68-35-9 Riedel de Haen 35033
Sulfadimethoxin 122-11-2 Riedel de Haen 46794
Sulfamerazin 127-79-7 Riedel de Haen 46826
Sulfamethazin 57-68-1 Riedel de Haen 46802
Sulfamethoxazol 723-46-6 Riedel de Haen 46850
Sulfamethoxypyridazin 80-35-3 Riedel de Haen 46858
Sulfathiazol 72-14-0 Riedel de Haen 46902
Tetracyclin-HCI 64-75-5 Riedel de Haen 46935
Tylosin x ¥C4HgOg x H,O 57607-40-6 Riedel de Haen 46992
Tab. 5-5:  Korrekturfaktoren

Substanz Analyt Reinheit Korrektur-
(Molmasse [g/mol]) (Molmasse [g/mol]) [%] faktor
Anhydrotetracyclin-HCI (462,88) Anhydrotetracyclin (426,44) 98,5 0,9075
a-Apooxytetracyclin (442,42) a-Apooxytetracyclin (442,42) 95,1 0,9510
B-Apooxytetracyclin (442,42) B-Apooxytetracyclin (442,42) 88,6 0,8860
Chloramphenicol (323,13) Choramphenicol (321,13) 99,9 0,9990
Chlortetracyclin-HCI (515,34) Chlortetracyclin (478,88) 83,0 0,7713
4-Epianhydrotetracyclin-HCI (462,88) 4-Epianhydrotetracyclin (426,44) 97,4 0,8973
4-Epichlortetracyclin-HCI (515,34) 4-Epichlortetracyclin (478,88) 87,2 0,8103
4-Epioxytetracyclin (460,44) 4-Epioxytetracyclin (460,44) 98,4 0,9840
4-Epitetracyclin-HCI (480,88) 4-Epitetracyclin (444,44) 97,9 0,9048
Isochlortetracyclin-HCI (515,34) Isochlortetracyclin (478,88) 98,3 0,9135
Oxytetracyclin-HCI (496,88) Oxytetracyclin (460,44) 96,2 0,8914
Sulfadiazin (250,28) Sulfadiazin (250,28) 99,9 0,9990
Sulfadimethoxin (310,33) Sulfadimethoxin (310,33) 99,9 0,9990
Sulfamerazin (264,31) Sulfamerazin (264,31) 99,5 0,9950
Sulfamethazin (278,33) Sulfamethazin (278,33) 99,9 0,9990
Sulfamethoxazol (253,28) Sulfamethoxazol (253,28) 99,9 0,9990
Sulfamethoxypyridazin (280,31) Sulfamethoxypyridazin (280,31) 99,8 0,9980
Sulfathiazol (255,32) Sulfathiazol (255,32) 99,9 0,9990
Tetracyclin-HCI (480,88) Tetracyclin (444,44) 97,1 0,8974
Tylosin x ¥%C4HgOg x H,O (1027,19) Tylosin (916,11) 90,8 0,8098
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523 Referenzmaterialen

5.2.3.1  Gille fur Wiederfindungsversuche

Als Matrix fur die Wiederfindungsversuche von Sulfonamiden in Gille dieite
rickstandsfreie Schweinegtille aus deeir- und Forschungsgut Rutlker Stiftung
Tierarztlichen Hochschule HannovemDas Referenzmaterial wurde bei —-20 °C
gelagert.

5.2.3.2  Sandboden fiir Wiederfindungsversuche

Fur die Wiederfindungsversuche von Sulfonamiden in Sandboden wurde eine Misch-
probe aus zehn Boden von der Region &DF01, mit zu diesem Standort
vergleichbaren Bodeneigenschaften €2 %), hergestellt. Die Mischprobe enthielt
keine Rickstdnde an Tetracyclinen und Sulfonamiden oberhalb der entsdesthe
Nachweisgrenzen. Das Referenzmaterial wurde trocken und dunkel bei 4 °C gelagert.

5.2.3.3  Sickerwasser flur Wiederfindungsversuche

Als Matrix fur die Wiederfindungsversuche von Sulfonamide in oberflachenmah
Grundwasser diente eine Mischprobe aus realen Sickerwasserpiebedtandortes
BDFO01, die keine Rickstande an Tetracyclinen und Sulfonamiden oberhalb der
entsprechenden Nachweisgrenzen aufwiesen. Das Referenznvatedalbei —20 °C
gelagert.

5234 Sandboden fiir Robustheitsversuche

Fur die Versuche zur Robustheit der analytischen Methode zum Naclovefnti-
biotika aus Sandboden wurden Bodenmatrices mit origindren TC-Ruckstanden
(60-120 pog/kgBDF01) verwendet. SMZ, als einziges nachweisbares Sulfonamid, lag
in diesen Proben nur in Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze vor.

5.2.3.5 Referenzbéden fur Wiederfindungsversuche

Fur die Bestimmung der Wiederfindungsraten fur Tetracycline, Sulficleamnd
Tylosin in unterschiedlichen Bodentypen wurden die unter Abschnitt 3.2.2ir8¥8
aufgefuihrten Referenzbéden verwendet. Diese zehn Bdden sind im Rahmen de
Forschungsvorhaben&rprobung und Vorbereitung einer praktischen Nutzung
Okotoxikologischer TestsysterflERNTE als Referenzbdden ausgewdahlt und im Zuge
dessen umfangreich charkterisiert worden. Die Referenzbéden wurderhriauls-
deckelglasern aus Braunglas bei 4 °C trocken gelagert.
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5.2.3.6  Staub fur Wiederfindungsversuche

Fir die Ermittlung der Wiederfindungsraten zur Extraktion von Tetrawe|i
Sulfonamiden und Tylosin aus Staub fehlte es an geeignetem RefetemainBa es
sich bei dem Grof3teil der spater untersuchten Proben um Stasbeeimem
Schweinemastbetrieb handeln sollte, wurde fur die Wiederfindungsexmeeireine
reprasentative Mischprobe aus den Leerproben (kein Nachweis vonofikéilbober-
halb der jeweiligen substanzspezifischen Grenzen des Verfahrenshider1984 und
1985 dieses Schweinestalls hergestellt.

5.2.3.7  Ackerboden und Regenwasser fur
Adsorptions-/Desorptions-Experimente

Das Regenwasser (pH 6,5) fur die Adsorptions-/Desorptionsexperimeintee am
17.07.2002 uUber Nacht in zwei grol3en Plastikeimern gesammelt, Uber einen
Faltenfilter in Kunststoffkannister abgefillt und im Kidhlraum bei 4 °C gelagert.

Als feste Testmatrix wurde eine Mischprobe des Oberboden8éid1 herge-
stellt. Die in diesem Sandboden enthaltenen originaren Rickstandenauait HPLC-
ESI-MS/MS analysiert. Die verwendete Testmatrix enthetittlich an TC 316 pg/kg
Boden und an SMZ 1,86 ug/kg Boden.

5.3 Allgemeine Vorschriften

5.3.1 Reinigen und Ausheizen von Laborglaswaren

Zu reinigende Glaswaren wurden in einem Laborspulautomaten untegndamg des
Spulmittels ,RBS-solids” bei 85 °C gewaschen und mit entionisiertexaséf nach-
gespult. Zusatzlich werden nach dem Spulvorgang alle Glaswaren m karelels-
Ublichen Backofen mit einem Pyrolyseprogramm bei 450 °C fir mindestens 1 h
ausgeheizt. Dadurch werden noch vorhandene organische \Verunreinigungen zersetz
und gleichzeitig freie Silanolgruppen an der Glasoberflache wiedgnetzt,
resultierend in einer erneuten Passivierung der Oberflacha @& 1998).

5.3.2 Vorbehandlung von Glaswaren

Alle gereinigten Laborglaswaren die im Laufe der Probenautarigeidirekt mit dem
Analyten in Beruhrung kommen (z. B. Zentrifugenglaser, Spitzbodenkolben) wurden
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zunachst mit einer gesattigten methanolischen EDTA-LOsung gesperttuHjibt man
2 mL der Spullésung in das Gefal3 und schittelt bzw. vortext dieses 1 nfihdgge
Losung ab und lasst die Glasware Uberkopfstehend an der Luft abtrocknen.

5.3.3 Bestimmung der Trockensubstanz

20 g Probenmaterial werden in ein 100-mL-Becherglas exakt eingewogeneund b
100 °C in einem Trockenschrank mindestens 8 h bis zur Gewichtskonstanz getrockne
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur im Trockenschrank wird das Probeianater
erneut ausgewogen. Der Trockensubstanzanteil wird aus dem Quotienten \@mTroc
und Feuchtgewicht bestimmt.

54 Analyse von verschiedenen Antibiotika
mit HPLC-ESI-MS "

Nachweis und Quantifizierung der Tetracycline und von Tylosin erfolgtelenit bei
HAMSCHER etal. (2002) beschriebenen HPLC-ESI-MS/MS-Verfahren. Alle
weiteren im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC™W&rfahren fir ver-
schiedene Antibiotika wurden auf Basis dieses Verfahrens entwi€kel einzelnen
Verfahrensschritte werden in den folgenden Abschnitten detailliert ddhlgeste

54.1 HPLC-Trennung

Mit der unter Abschnitt 5.1.4.1 beschriebenen HPLC-Anlage wurden die Amalyte
standardmaliig an einer RP-C18-Phase (,Puresil C18“) mittedshredener linearer,
bindrer Gradientensysteme aus 5 M Ammoniumacetat/Ameisensassgf(pH 2,5
[0,02/0,5/99,48y/vIv]) und Acetonitril bei einem Fluss 1 mL/min getrennt. Der Fluss
wurde vor Einlass in das Massenspektrometer gesplittet, wobtticletca. 10 % zur
tandemmassenspektrometrischen Detektion eingesetzt wurden. Standgnaoréd@n

die in Tab. 5-1 (siehe Abschnitt 5.1.4.2) beschriebenen Gradienten eifjgeset
Trennung der Tetracycline, Tylosin und Chloramphenicol, Gradient1l und zur
Trennung der Sulfonamide, Gradient 2.
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5.4.2 Tandemmassenspektrometrie und MS 3

Massenspektrometrie wurde in einer LCQ lonenfalle durchgefuletKBpplung mit
der HPLC erfolgte tber ein Elektrospray-Interface, das im Rddibidus betrieben
wurde (Ausnahme: CAP). Die detaillierten Gerateparameterigiatbschnitt 5.1.4.3
zu finden. Bei Entwicklung einer neuen MS/MS-Methode wurde das Mas&énospe
meter zun&chst irBingle lonModus auf maximale Empfindlichkeit getunet.

Die Systemoptimierung erfolgte gesondert fir die Substanzklassefettar
cycline und Sulfonamide bzw. fur die Einzelsubstanzen TYL und CAP.ildewe
10 ng/pL Standardlbésungen dieser Substanzen in Methanol wurden hierzu Uber die
Spritzenpumpe mit 3 pL/min mittels einer T-Verbindung bei isoschén Bedin-
gungen (FlieBmittel A/B [70/30y/v]) und mit einem Fluss von 100 pL/min direkt in
das Massenspektrometer infundiert. Die Optimierung der einzelnéaengyeameter
erfolgte automatisch tUber den Modus “Tune Plus” der Gerateseftwat wurde fir
jede Substanzklasse getrennt durchgefuhrt. Im Positiv-Modus wurde fdafdre
Tetracycline aufm/z461,1, fur die Sulfonamide auh/z279,1 und fir TYL auf
m/z916,5 gescannt. Die Optimierung anfz321,1 fur CAP wird im Negativ-Modus
durchgefuhrt.

Mit dem gleichen Versuchsaufbau wurden nach dem Tuning im MS-Modus die
substanzspezifischen N®arameter manuell eingestellt und optimiert. Durch
Variation der einzelnen Parameter IsoW, CE sowie SID wurd®1$/MS-Modus die
Einstellung gesucht, bei der das Molekiil-lon (M +)Hu ungefahr 95 % in mindes-
tens zwei charakteristische Tochter-lonen fragmentierte undus/ayieichzeitig die
groRte Signalintensitat resultierte. Einen Uberblick (iber die sutsgiazifischen
MS/MS-Parameter aller Substanzen gibt Tab. 5—7 (siehe Abschnitt 5.4.4).

54.3 Kalibrierung

Fur jede Muttersubstanz wurde eine externe Standardkalibrierung diitotig®er
Arbeitsbereich des Verfahrens wurde mit 0,1-10 ng/Injektion festgelegtiecide
den zu erwartenden Konzentrationsbereich fir reale Proben ab. IDjaktion von je
zehn Standards der Ober- und Untergrenze des Arbeitsbereiches wurclestzawd
Varianzhomogenitat gepruft. Es schloss sich die Kalibrierung mit siedg funf
aquidistanten Kalibrierstandards an, wobei eine Messreihe minddseamsl in Serie
gemessen wurde. Alle Kalibrierstandards wurden unabhangig hergeistigtéls
Regressionsanalyse wurde der lineare Zusammenhang zwischen Messgdie
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Konzentration bestimmt und die entsprechende Kalibrierfunktion y = a + hedén
Analyten erstellt.

Fur BestimmtheitsmalR3e von grof3er gleich 0,99 galt die Methode ads. IDie
Kenngrolien der linearen Regression (y = a + bx) fur exemplarisamedaidibrie-
rungen der einzelnen Antibiotika sind in Tab. 5-6 (Tetracycline, TYL, QAfl) in
Tab. 3-1 (Sulfonamide; siehe Abschnitt 3.1.2) dargestellt. Die Auswerealgr
Proben erfolgte mittels Ein-Punkt-Kalibrierung durch Vergleich nmém arbeitstag-
lich frisch hergestellte Referenzstandard. Voraussetzung hiefteiw bei der Grund-
kalibrierung nicht signifikant von Null verschiedener Achsenabschnghésiab. 5-6
und Tab. 3-1, Abschnitt 3.1.2).

Tab. 5-6:  Grundkalibrierung der einzelnen Tetracycli  ne, von Tylosin und Chloramphenicol
Uber den Arbeitsbereich von 0,1-10 ng* nach Bestimm  ung mit HPLC-ESI-

MS/MS*
Analyt a b r? Sy S Vo [%] VB,
OTC** -95860,93 1090345,04 0,9922 404127,85 0,37 11,14 + 318788,34
TC -209336,56 1554898,38 0,9944  473758,15 0,30 9,04 + 351980,12
CTC -321643,63 1692743,20 0,9916 627016,57 0,37 11,14 + 465843,96
TYL 1909035,62 24016211,84 0,9980 4434983,30 0,18 5,42 + 3294984,92
CAP 4782,76 102446,38 0,9956 27715,66 0,27 8,13 +20591,43

* nach Methode 1, siehe Abschnitt 5.1.4.5

* Gesamtzahl der Kalibriermessungen n = 15

** Gesamtzahl der Kalibriermessungen n =13

Abk.: a, Ordinatenabschnitt; b, Steigung der Geraden; S,,, Reststandardabweichung; r’, Bestimmt-
heitsmal3; Sy,, Verfahrensstandardabweichung; VB, = S, + t (f; P%); VB,, Vertrauensbereich des
Ordinatenabschnitts a; S,, Standardabweichung des Ordinatenabschnitts a; t, Quantile der t-Ver-
teilung als Funktion der Freiheitsgrade f = n — 2 und Signifikanzniveau P = 95 %)

5.4.4 Quialifizierung

5.4.4.1  Chromatographische Leistungskriterien

Die Retentionszeit des Analyten in der Analysenprobe mussteigleich mit derjen-
igen des Kalibrierstandards innerhalb des vorgegebenen Retentiemsters von
*+ 2,5 % liegen. Im rekonstruierten Massenchromatogramm galt eknbieau einem
Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N, signal to noise) von 3/1 als nadhaveidies wurde
durch visuelle Betrachtung abgeschatzt. Die typischen Retenti@rmsdeit einzelnen
Analyten sind in Tab. 5-7 aufgefuhrt.
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Tab. 5-7:  Leistungskriterien flr den chromatographi schen und massenspektrometrischen
Nachweis verschiedener Antibiotika und optimierte M S"-Parameter.

Die Angaben der Retentionszeiten und relativen lonen-Intensitaten sind keine
absoluten Angaben und unterliegen arbeitstaglichen Schwankungen;
fur die verwendeten Gerateparameter siehe Abschnitt 5.1.4

RT IsoW CE [M+H]" Fragment-lonen [ m/z],
Substanz . L
[min] [m/z] [%] [m/z] (rel. Intensitat [%])
Methode 1
oTC 70 16 20 461 426 (7), 443* (100), 444 (9)
TC 74 14 20 445 410 (4), 427* (100), 428 (6)
Iso-CTC" 78 16 27 479 444* (4), 461(6)*, 462* (100)
4-Epi-CTC® 81 1,6 27 479 444* (11), 461* (17), 462* (100)
CTC 84 16 27 479 444* (43), 461* (53), 462* (100)
TYL 94 20 28 917 754 (3), 772* (100)
CAP 103 1,4 24% 321 176 (9), 194* (100), 237* (8), 249* (13), 257 (10)
Methode 2
4-Epi-TC? 71 14 20 445 410 (6), 427* (100), 428 (8)
TC 74 14 20 445 410 (4), 427* (100), 428 (6)
Iso-CTC" 78 16 27 479 444* (4), 461 (6)*, 462* (100)
4-Epi-CTC® 80 1,6 27 479 444* (11), 461* (17), 462* (100)
CTC 84 16 27 479 444* (43), 461* (53), 462* (100)
4-Epi-ATC* 8,8 15 22 427 409 (1), 427* (100)
ATC? 92 15 22 427 409 (2), 427* (100)
Methode 3
SDz 84 10 29 251 92 (7), 94 (10), 108 (10), 156* (68), 174* (100)
STZ 92 10 28 256 108 (5), 156* (100), 174 (2)
SMR 96 10 30 265 92 (5), 108 (5), 156* (19), 174* (56), 190* (100)
SMz 104 1,0 30 279 124 (6), 156 (3), 174 (4), 204* (100)
SMPD 11,2 10 30 281 108* (9), 126* (28), 156* (100), 188 (11), 215* (21)
108 (9), 147* (45), 156* (72), 188* (100), 190* (42),
SMX 13,1 1,0 34 254
194* (13)
SDM 136 10 34 311 108 (9), 156* (100), 218* (29), 245* (97)
Methode 4
4-Epi-OTC 69 16 20 461 426 (15), 443* (100), 444 (36)
a-APO-OTC 7,5 16 22 443 425 (2), 426* (100)
B-APO-OTC 9,2 16 22 443 425 (2), 426* (100)
Methode 5
g 321
CAP 103 14 24 176*
194
Basis-Peak

* lonen, die zur Quantifizierung aufsummiert werden

b Quantifizierung erfolgt tiber TC- bzw. CTC-Referenzsubstanz

8 zusatzlich SID: 10 V

Abk.: RT, Retentionszeit; CE, collision energy; IsoW, isolation width;
SID, source induced dissociation, [M+H]*, Molekiilion
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5.4.4.2  Massenspektren

Das Massenspektrum der Analysenprobe sollte dem des jewedajiérierstandards
visuell entsprechen. Alle diagnostischen lonen (Molekul-lon, charstksehe

Fragment-lonen) mit einer relativen Intensitat von mehr als u¥sten vorhanden
sein. Der Basis-Peak musste mit dem des Referenzspektrumsingtermen.

Nichtspezifische lonen sollten generell nicht vorhanden sein. Dialdkastischen

MS"-Daten der einzelnen Analyten sind in Tab. 5-7 aufgefihrt.

5.4.5 Quantifizierung

Die Auswertung realer Proben erfolgte mittels Ein-Punkt-Kalibrig durch Vergleich

der Peakflache des Analyten mit der eines arbeitstaglich fniemestellten Referenz-
standards. Die Signalintensitat der zu vermessende Probel6sung diarfabere
Grenze des linearen Arbeitsbereichs nicht Uberschreiten. Detsstbadard sollte die
erwartete Konzentration der zu vermessenden Analysenproben aufweigen. D
Konzentration des Analyten in der Probel6sung ergibt sich aus Gleiéhung

¢, = M a0t [ng/ud] (1)
A Vi
mit: ¢k - Konzentration des Analyten [ng/uL]
myy - injizierte Masse des Referenzstandards [ng]
Aqq - Peakflacheneinheiten des Referenzstandards
A, - Peakflacheneinheiten des Analyten

Vij - injiziertes Volumen der Probelosung [uL]
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5.5 Analysenvorschriften

5.5.1 Analytische Methode zur Bestimmung von Tetracy  clinen und
Sulfonamiden in Gulle

(siehe auchHAMSCHER et al. 2002 und 2005)

5.5.1.1  Probenvorbereitung

Alle fur die Probenvorbereitung bendtigten Glaswaren sind zunachsteinet
gesattigten methanolischen EDTA-Suspension vorzuspulen (siehe Abschnijt 5.3.2
Die Gulleproben werden je nach Beschaffenheit durch Schitteln Rdaren
sorgfaltig homogenisiert. In ein 10-mL-Spitzbodenzentrifugenglas werdenl g
Gulle exakt eingewogen (Laborwaage), mit 1,2 mL 1 M Citratpuffer (pH 4y8ptz

und mit Hilfe eines Vortex-Mixers 1 min aufgeschuttelt. Nach Zugabe voi 6
Essigsaureethylester wird erneut 1 min gevortext und anschlielenceirsrh
Rotationsschiittlers fir weitere 15 min geschuttelt. Nach Zentritugéti000 g, 4 °C,

10 min) wird der Uberstand in einen 25-mL-Spitzkolben lberfiihrt und desRinc

auf dem \ortex-Mixer kurz aufgeschittelt. Nach Zugabe von nochmals 6 mL
Essigsaureethylester wird der eben beschriebene Extraktionssgadérholt. Beide
Extrakte werden vereinigt und am Vakuumrotationsverdampfer bis zckdme
eingeengt (Wasserbadtemperatur:°@Q Druck: 130 + 10 mbar> 25 £ 5 mbar). Der
Ruckstand wird mit 1 mL Acetonitril/100 mM Ammoniumacetat (90A10) versetzt,
nach kurzem Ultraschallen wieder aufgenommen und die erhaltenedroigein ein
1,5-mL-Probenflaschchen tberfiihrt. Sollte der zu erwartende Gibalbere Grenze
des Arbeitsbereichs (vgl. Abschnitt 5.4.3) Uberschreiten, so istPdieldsung
entsprechend mit Acetonitril/100 mM Ammoniumacetat (90V); zu verdinnen.

55.1.2 Messung

Der massenspektrometrische Nachweis und die Bestimmung derofikéiberfolgt

mit dem in Abschnitt 5.4 beschriebenen HPLC-MS/MS-Verfahren (eevendung

der in Abschnitt 5.1.4 aufgeflhrten apparativen Ausstattung. Im Einzelrrderweie
Proben mit den in Abschnitt 5.1.4.5 beschriebenen MS-Experimenten auf die drei
Tetracycline und Tylosin (Methode 1), die Epimere von TC und CTC, dessen
Isoverbindung (Methode 2), sowie alle sieben Sulfonamide (Methode 3) ugfters

Die Proben werden doppelt aufgearbeitet und einmal analysiert, staridg
werden je 8 pL injiziert.
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5.5.1.3  Auswertung

Die Konzentration der Analyten wird mittels der Methode des exteBtandards
bestimmt. Die Ergebnisse werden um die mittlere Wiederfindunggkentriund in
mg/kg angegeben (siehe Gleichuit)g

_ & [V [VF 100

X, = M. C10° WDF [mg/kg] 2)
mit: X - Konzentration des Analyten in der Probe [mg/kg]
¢ - Konzentration des Analyten in der Probelésundbg§inach Gleichundl)
VF - Verdinnungsfaktor
Vo - Gesamtvolumen des Probenextraktes [uL]
10°® - Umrechnungsfaktor von ng nach pg

Merobe - Probeneinwaage [g]

WDF - substanzspezifischer Wiederfindungsfaktor fiirl&[%o]

55.1.4 Methodenvalidierung

Die Bestimmungs-und Nachweisgrenzemles Verfahrens werden anhand des S/N-
Verhaltnisses ermittelt. Die Bestimmungsgrenze (BG) bzw. Weidgrenze (NWG)
wird definiert als die niedrigste Konzentration, bei der das Wegfamit einem S/N-
Verhaltnis von mindestens 6/1 bzw. 3/1 detektiert (siehe auch Tab. 5-8).

Tab. 5-8:  Substanzspezifische mittlere Wiederfindungs  raten, Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen verschiedener Antibiotika in Gille

Giille ®
Substanz Referenz
WDF (0,2-1,0 mg/kg) [%] BG [pg/kg] NWG [ug/kg]

oTC HAMSCHER et al. 2002 93,7 50 20
TC HAMSCHER et al. 2002 93,2 50 20
CTC HAMSCHER et al. 2002 110,6 50 20
SDz Abschnitt 3.1.3.1 89,9 50 20
STZ Abschnitt 3.1.3.1 78,8 50 20
SMR Abschnitt 3.1.3.1 85,8 50 20
SMZ Abschnitt 3.1.3.1 90,6 20 5
SDM Abschnitt 3.1.3.1 99,2 50 20
SMPD Abschnitt 3.1.3.1 72,3 50 20
SMX Abschnitt 3.1.3.1 108,2 50 20

$ Riickstandsfreie Schweinegiille aus dem Lehr- und Forschungsgut Ruthe, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover.
Abk.: WDF, Wiederfindungsrate; BG, Bestimmungsgrenze; NWG, Nachweisgrenze.
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Die Wiederfindungwird durch Untersuchungen mit dotierter Leerwertmatrix
ermittelt. Hierzu werden 16 1-g-Aliquots einer riickstandsfreigtieGsiehe Abschnitt
5.2.3.1) entnommen und je acht Aliquots zu 0,2 mg/kg und 1,0 mg/kg dotiert. Die
Analyten werden in methanolischer Lésung (100 puL einer Standardldsung von
2 pug/mL bzw. 10 pg/mL) zugegeben und die Proben nach 10-miniitiger Aquilibrierzeit
aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.5.1.1). Die Extrakte werden gemegsssme
Abschnitt 5.1.4.5, Methode 3) und nach Gleich@ngsiehe Abschnitt 5.5.4.4)
ausgewertet. Die Wiederfindung wird fur jede Probe berechnet. Aus Kedezen-
tration werden die mittleren Wiederfindungen ermittelt. Darausl wliie Wieder-
findungsrate fur den gesamten Konzentrationsbereich von 0,2-1,0 mg/kg lermitte
(siehe auch Tab. 5-8).

55.2 Analytische Methode zur Bestimmung von Tetracy  clinen, Tylosin
und Sulfonamiden in Sandboden

(siehe auch: KMSCHER et al. 2002 und 2005)

5.5.2.1  Probenvorbereitung

Alle fur die Probenvorbereitung benétigten Glaswaren sind zunachsteinet
gesattigten methanolischen EDTA-Suspension vorzuspulen (siehe Abschnijt 5.3.2
Die Bodenproben werden von sichtbaren Fremdstoffen (z. B. Steinchen, Wurzeln,
Bodenlebewesen) befreit und sorgfaltig durchmischt. In ein 10-mLspién-
zentrifugenglas werden ca. 1 g Boden exakt eingewogen (Laborwaage), mit 1,2 mL
1 M Citratpuffer (pH 4,7) versetzt und mithilfe eines Vortex-Mixefsmin
aufgeschuttelt. Nach Zugabe von 6 mL Essigsaureethylester wird etnaut
gevortext und anschlieRend auf einem Rotationsschuttler fur weiteminl5
geschiittelt. Nach Zentrifugation (1000 g, 4 °C, 10 min) wird der Uberstandén ei
25-mL-Spitzkolben Uberfihrt und der Rickstand auf dem \ortex-Mixer kurz
aufgeschuttelt. Nach Zugabe von nochmals 6 mL Essigsaureethylestetenieben
beschriebene Extraktionsschritt wiederholt. Beide Extrakte werdemigt und am
Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt (Wasserbadtemptra@ur
Druck: 130 + 10 mbar~ 25 + 5 mbar). Der Rickstand wird mit 200 uL Acetonitril/
100 mM Ammoniumacetat (90/1®v) versetzt, nach kurzem Ultraschallen wieder
aufgenommen und die erhaltene Probeldsung in ein 1,5-mL-Probenflaschahen mi
250-pL-Mikroeinsatz Uberfihrt.
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55.2.2 Messung

Der massenspektrometrische Nachweis und die Bestimmung derofikéiberfolgt

mit dem in Abschnitt 5.4 beschriebenen HPLC-MS/MS-Verfahren Waevendung

der in Abschnitt 5.1.4 aufgeflhrten apparativen Ausstattung. Im Einzelrrdemeie
Proben mit den in Abschnitt 5.1.4.5 beschriebenen MS-Experimenten auf die drei
Tetracycline und Tylosin (Methode 1), die Epimere von TC und CTC, dessen
Isoverbindung (Methode 2), sowie alle sieben Sulfonamide (Methode 3) hin
untersucht. Die Proben werden einfach aufgearbeitet und einmal aralysi
standardmalfiig werden je 8 uL injiziert.

5.5.2.3  Auswertung

Die Analyten werden mittels der Methode des externen Standardsr unt
Berucksichtigung der substanzspezifischen Wiederfindungsraten ausgevizie
Ergebnisse werden in pg/kg angegeben (siehe Gleid)ung

c, [V, WF _100
X, =200 [uglkg) ()
Mpope 1S WDF
mit: X - Konzentration des Analyten in der Probe [ug/kg]
¢ - Konzentration des Analyten in der Probeldsundihd
Vo - Gesamtvolumen des Probenextraktes [pL]

VF - Verdinnungsfaktor
Merobe -  Probeneinwaage [g]
TS - Trockensubstanzanteil

WDF - substanzspezifischer Wiederfindungsfaktor fur &ofs]

5.5.2.4  Methodenvalidierung

Die Bestimmungsund Nachweisgrenzemes Verfahrens werden anhand des S/N-
Verhaltnisses ermittelt. Die BG bzw. NWG wird definierts atlie niedrigste
Konzentration bei der das Verfahren mit einem S/N-Verhaltnis morestens 6/1
bzw. 3/1 detektiert (siehe auch Tab. 5-9).

Die Wiederfindungwird durch Untersuchungen mit dotierter Leerwertmatrix
ermittelt. Hierzu werden 24 1-g-Aliquots eines rickstandsfr&andbodens (siehe
Abschnitt 5.2.3.2) entnommen und je acht Aliquots zu 5 pg/kg, 10 pg/kg und 50 pg/kg
dotiert. Die Analyten werden in methanolischer Lésung (50 pL einer $tiaslang
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von 0,1 pug/mL; 0,2 pug/mL bzw. 1,0 pg/mL) zugegeben und die Proben nach 10-mini-
tiger Aquilibrierzeit aufgearbeitet (sieche Abschnitt 5.5.2.1). Bidrakte werden
gemessen (siehe Abschnitt 5.1.4.5, Methode 3) und nach Gleid@)ngsiehe
Abschnitt 5.5.4.4) ausgewertet. Die Wiederfindung wird fur jede Probelreedus

jeder Konzentration werden die mittleren Wiederfindungen ermiBealtaus wird die
Wiederfindungsrate fir den gesamten Konzentrationsbereich von 5-50 pg/&glermi
(siehe auch Tab. 5-9).

Tab. 5-9:  Substanzspezifische mittlere Wiederfindungs  raten, Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen verschiedener Antibiotika in Sandbod en

Sandboden ®

Substanz Referenz
WDF [%] BG [ug/kg] NWG [ug/kg]

oTC HAMSCHER et al. 2002 742" 5 1
TC HAMSCHER etal. 2002 37,7" 5 1
CcTC HAMSCHER et al. 2002 69,8" 5 2
TYL HAMSCHER et al. 2002 64,2" 5 1
SDz Abschnitt 3.1.3.2 41,8* 5 1
STZ Abschnitt 3.1.3.2 25,5 5 1
SMR Abschnitt 3.1.3.2 38,4 5 1
SMz Abschnitt 3.1.3.2 36,47 2 0,5
SDM Abschnitt 3.1.3.2 34,5 5 1
SMPD Abschnitt 3.1.3.2 42 5* 5 1
SMX Abschnitt 3.1.3.2 52,5% 5 1

$ Mischprobe aus 10 Boden aus der Region um Standort BDFO1, antibiotikafrei, mit vergleichbaren
Bodenparametern (Coy ~2 %) (Siehe Abschnitt 5.2.3.2)

TKonzentrationsbereich: 5-100 pg/kg

¥ Konzentrationsbereich: 5-50 pg/kg.

Abk.: WDF, Wiederfindungsrate; BG, Bestimmungsgrenze; NWG, Nachweisgrenze.

5.5.3 Analytische Methode zur Bestimmung von Tetracy  clinen, Tylosin
und Sulfonamiden in matrixreichem Wasser

(siehe auch: KMSCHER et al. 2002 und 2005)

5.5.3.1  Probenvorbereitung

Alle fur die Probenvorbereitung benétigten Glaswaren sind zunachsteinet
gesattigten methanolischen EDTA-Suspension vorzuspulen (siehe Abschnjttif.3.2
einem 100-mL-Becherglas (hohe Form) werden 25 mL einer WasserproB& mL

1 M Citratpuffer (pH 4,7) versetzt und 1 min lang auf einem Magnetriuhréihige

Die so behandelten Probelésungen werden anschlieBend zur Festphasereixtrakti
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mit Bakerbond SDB-Kartuschen (200 mg, 6 mL) eingesetzt. Bei gleichzeitiger
Bestimmung von Tetracyclinen und Sulfonamiden sind jeweils zweubts so zu
behandeln, da sich die Arbeitsvorschriften fur die folgende FestpEx$ektion der

je nach Substanzklasse unterscheiden.

(a) Festphasen-Extraktion flr Tetracycline
1. Aquilibrieren mit 10 mL essigsaurem Methanol (pH 2,5) und 5 mL Methanol
Konditionieren mit 12 mL 0,5 M Citratpuffer (pH 4,7)
Probenaufgabe von 50 mL Probelésung
Spulen mit 12 mL Wasser
Voreluieren mit 2 mL Methanol, Verwerfen des Voreluates
Elution mit 10 mL essigsaurem Methanol (pH 2,5)

o gk wbd

(b) Festphasen-Extraktion fir Sulfonamide
1. Aquilibrieren mit 10 mL essigsaurem Methanol (pH 2,5) und 5 mL Methanol
Konditionieren mit 12 mL 0,5 M Citratpuffer (pH 4,7)
Probenaufgabe von 50 mL Probelésung
Spulen mit 12 mL Wasser
Elution mit 10 mL Methanol und Elution mit 10 mL Acetonitril

a bk~ WD

Im weiteren Ablauf der Probenvorbereitung werden die Eluate b&idestanz-
klassen wieder identisch behandelt. Die gesammelten Eluate nwvesae
Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt (Wasserbadtemptra@ir
Druck: 130 + 10 mbar— 25+ 5 mbar) und mit 200 pL Methanol versetzt. Nach
kurzem Ultraschallen wird die wieder aufgenommene Probe in ein 1;Beaktions-
gefal gegeben, zentrifugiert (10 000 g, 4 °C, 2 min) und anschlie3end in ein 1,5-mL-
Probenflaschchen mit 250-puL-Mikroeinsatz tUberfuhrt.

5.5.3.2 Messung

Der massenspektrometrische Nachweis und die Bestimmung derofikéiberfolgt

mit dem in Abschnitt 5.4 beschriebenen HPLC-ESI-MS/MS-Verfahrenerunt
Verwendung der in Abschnitt 5.1.4 aufgeflhrten apparativen Ausstattung. Im
Einzelnen werden die Proben mit den in Abschnitt 5.1.4.5 beschriebenen MS-
Experimenten auf die drei Tetracycline (Methode 1), die Epimere @und CTC,
dessen Isoverbindung (Methode 2), sowie alle sieben Sulfonamide (Methoate 3) hi
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untersucht. Die Proben werden je Substanzgruppe einfach aufgearbeitnmnadl
analysiert, standardmanRig werden je 8 pL injiziert.

5.5.3.3  Auswertung

Die Konzentration der Analyten wird mittels der Methode des exteBtandards
bestimmt, die Ergebnisse um die mittlere Wiederfindung korrigiad in pg/L
angegeben (siehe Gleichusy

=& Vo p100 - g 4)
Vpope WDF
mit: X« - Konzentration des Analyten in der Probe [ug/L]
¢« - Konzentration des Analyten in der Probelosundbginach Gleichungl)
Vo - Gesamtvolumen des Probenextraktes [uL]
Ve - Probenvolumen [mL]

WDF - substanzspezifischer Wiederfindungsfaktor fir ¥éa$%]

5.5.3.4  Methodenvalidierung

Nachweis- und Bestimmungsgrenz&ie Bestimmungs- und Nachweisgrenzen des
Verfahrens werden anhand des S/N-Verhdltnisses ermitteltBGidzw. NWG wird
definiert als die niedrigste Konzentration bei der das Verfahrdnemem S/N-
Verhéltnis von mindestens 6/1 bzw. 3/1 detektiert (siehe auch Tab. 5-10).
Bestimmung der WiederfindungsraterDie Wiederfindung wird durch
Untersuchungen mit dotierter Leerwertmatrix bestimmt. Hierzudere 16 25-mL-
Aliquots eines riuckstandsfreien Sickerwassers (siehe Abscéhgi®.3) entnommen
und davon je acht zu 0,20 pg/L und 1,0 ug/L dotiert. Die Analyten werden in
methanolischer L6sung (50 pL einer Standardlésung von 0,1 pg/mL bzw. 0,5 pg/mL)
zugegeben und die Proben nach 10-minitiger Aquilibrierzeit aufgearbeitbe (si
Abschnitt (b)). Die Extrakte werden gemessen (siehe Abschnitt 5. Méthode 3)
und nach Gleichung (siehe Abschnitt 5.5.4.4) ausgewertet. Die Wiederfindung wird
fur jede Probe berechnet. Aus jeder Konzentration werden die smittler
Wiederfindungen ermittelt. Daraus wird die Wiederfindungsrate fir giesamten
Konzentrationsbereich von 0,2-1,0 ug/L ermittelt (siehe auch Tab. 5-10).
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Tab. 5-10: Substanzspezifische mittlere Wiederfindung  sraten, Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen verschiedener Antibiotika in matrixr eichem Grundwasser

Grundwasser (matrixreich) *

Substanz Referenz
WDF (0,2-1,0 pg/L) [%] BG [ug/L] NWG [ug/L]

OoTC HAMSCHER et al. 2002 83,5 0,1 0,05
TC HAMSCHER et al. 2002 92,1 0,1 0,05
CTC HAMSCHER et al. 2002 88,2 0,1 0,05
TYL HAMSCHER et al. 2002 70,3 0,1 0,05
SDz Abschnitt 3.1.3.3 65,6 0,1 0,03
STz Abschnitt 3.1.3.3 57,3 0,1 0,03
SMR Abschnitt 3.1.3.3 65,2 0,1 0,03
SMz Abschnitt 3.1.3.3 72,5 0,05 0,01
SDM Abschnitt 3.1.3.3 54,0 0,1 0,03
SMPD Abschnitt 3.1.3.3 55,9 0,1 0,03
SMX Abschnitt 3.1.3.3 92,7 0,1 0,03

$ Mischprobe aus 10 Sickerwassern aus der Region um Standort BDFO1 (siehe Abschnitt 5.2.3.3).
Abk.: WDF, Wiederfindungsrate; BG, Bestimmungsgrenze; NWG, Nachweisgrenze.

554 Analytische Methode zur Bestimmung von Tetracy  clinen,
Sulfonamiden, Tylosin und Chloramphenicol in Staub

(siehe auch: AHMSCHER et al. 2003b)

5.5.4.1  Probenvorbereitung

Alle fur die Probenvorbereitung bendétigten Glaswaren sind zunachsteirmer
gesattigten methanolischen EDTA-Suspension vorzuspulen (siehe Abschn)ttlf.3.2
ein 12-mL-Spitzbodenzentrifugenglas werden ca. 0,1 g Staub exakt (Analysenwaage)
eingewogen, mit 1 mL 1 M Citratpuffer (pH 4,7) versetzt und mithilfee® Vortex-
Mixers 1 min geschittelt. Nach Zugabe von 6 mL Essigsaureethylestkremieut

1 min gevortext und anschlieRend auf einem Rotationsschuttler fir 15 romigeX.
Nach Zentrifugation (1000 g, 4 °C, 10 min) wird der Uberstand in einen 25-mL-
Spitzkolben uberfiihrt und der Rickstand auf dem Vortex-Mixer kurz aufgésthit
Nach Zugabe von nochmals 6 mL Essigsaureethylester wird die ebenidizsohr
Extraktion  wiederholt. Beide Extrakte werden vereinigt und am
Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt (Wasserbadtemp&a@ir:
Druck: 130 £ 10 mbar— 25 =5 mbar). Der Rickstand wird mit 1 mL Acetonitril/
100 mM Ammoniumacetat (90/1®v) versetzt, nach kurzem Ultraschallen wieder
aufgenommen, in ein 1,5-mL-Reaktionsgefald Uberfihrt und nochmals zenttifugie
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(10000 g, 4 °C, 2 min). Die Probel6ésung wird schlief3lich in ein 1,5-mL-Pfiélseh-
chen uberfuhrt.

5.54.2 Messung

Der massenspektrometrische Nachweis und die Bestimmung derofikéiberfolgt

mit dem in Abschnitt 5.4 beschriebenen HPLC-ESI"M&rfahren unter Verwendung

der in Abschnitt 5.1.4 aufgeflhrten apparativen Ausstattung. Im Einzelrrderweie
Proben mit den in Abschnitt 5.1.4.5 beschriebenen MS-Experimenten auf die drei
Tetracycline, TYL und CAP (Methode 1), die Epimere von TC und CTC,edess
Isoverbindung (Methode 2), sowie alle sieben Sulfonamide (Methode 3) hin
untersucht. Fur CAP wird bei Nachweis im MS/MS-Experiment zliskt ein
Bestatigungsverfahren mittels M$Methode 5) durchgefiihrt. Die Proben werden
doppelt aufgearbeitet und einmal analysiert, standardmaflig werden je 8 (éltinjizi

5.5.4.3  Auswertung

Mit Ausnahme von Chloramphenicol (siehe Abschnitt 5.5.4.4) werden die Amalyte
mittels der Methode des externen Standards unter Berlcksichtigung der
substanzspezifischen Wiederfindungsraten ausgewertet (siehbuaighg.

c [V, IVF _100
=S 0T O mglkg ®)
rT‘IProbe WDF
mit; X - Konzentration des Analyten in der Probe [mg/kg]
¢ - Konzentration des Analyten in der Probel6sundihyynach Gleichungl)
Vo - Gesamtvolumen des Probenextraktes [uL]

VF - Verdinnungsfaktor
Merobe -  Probeneinwaage [mg]

WDF - substanzspezifische Wiederfindungsrate fiir Sfg]b

5.5.4.4  Methodenvalidierung

Die Bestimmungsund Nachweisgrenzemes Verfahrens werden anhand des S/N-
Verhéltnisses ermittelt. Die BG bzw. NWG wird definierts atlie niedrigste
Konzentration bei der das Verfahren mit einem S/N-Verhéltnis mormestens 6/1
bzw. 3/1 detektiert (siehe auch Tab. 5-11).
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Die Wiederfindungwird durch Untersuchungen mit dotierter Leerwertmatrix
bestimmt. Hierzu werden 12 100-mg-Aliquots einer rickstandsfreien Staibma
(siehe Abschnitt 5.2.3.6) entnommen und davon je drei zu 0,2 und 0,5 mg/kg sowie je
sechs zu 1,0 mg/kg dotiert. Die Analyten werden in methanolischer L§20n¢0
und 100 pL einer Standardlésung von 10 pg/mL) zugegeben und die Proben nach 10-
minutiger Aquilibrierzeit aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.5.4.1). Bitrakte werden
gemessen (siehe Abschnitt 5.1.4.5, Methoden 1-3) und nach Glehusgewertet.

Die Wiederfindung wird fur jede Probe berechnet. Aus jeder Koratenirwerden die
mittleren Wiederfindungen ermittelt. Daraus wird die Wiederfinduatgs fir den
gesamten Konzentrationsbereich von 0,2-1,0 mg/kg ermittelt (siehe auch Tab. 5-11).

WDF = -2 100 [%] (6)

ot

mit: WDF - Wiederfindungsrate [%]

A, - Peakflacheneinheiten des zudotierten Analyten
100 - Umrechnungsfaktor auf Prozent
Awt - Peakflacheneinheiten der Dotierungslésung

Tab. 5-11: Substanzspezifische mittlere Wiederfindung  sraten, Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen verschiedener Antibiotika in Staub

Staub®
Substanz Referenz
WDF (0,2-1,0 mg/kg) [%] BG [mg/kg] NWG [mg/kg]

oTC Abschnitt 3.3.3.1 103,0 0,10 0,050
TC Abschnitt 3.3.3.1 89,4 0,10 0,050
CTC Abschnitt 3.3.3.1 93,8 0,10 0,050
SDz Abschnitt 3.3.3.1 43,3 0,05 0,025
STZ Abschnitt 3.3.3.1 40,5 0,05 0,025
SMR Abschnitt 3.3.3.1 39,3 0,05 0,025
SMZ Abschnitt 3.3.3.1 48,8 0,05 0,025
SDM Abschnitt 3.3.3.1 40,7 0,05 0,025
SMPD Abschnitt 3.3.3.1 427 0,05 0,025
SMX Abschnitt 3.3.3.1 42,6 0,20 0,100
TYL Abschnitt 3.3.3.1 27,2 0,10 0,050
CAP Abschnitt 3.3.3.1 - 0,10 0,050

8 Mischprobe aus 2 riickstandsfreien Schweinestallstduben (siehe Abschnitt 5.2.3.6).
Abk.: WDF, Wiederfindungsrate; BG, Bestimmungsgrenze; NWG, Nachweisgrenze.
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Bei der Bestimmung von CAP ist das Verfahren des inneren Sten(fstandard-
addition) anzuwenden. Zunachst wird die unveranderte Analysenprobe ahalysie
AnschlieBend werden weitere Teilproben mit mindestens drei Koazengn einer
CAP-Standardldosung aufgestockt. Die Menge des zugesetzten CARisolien dem
Zwei- und Funffachen der geschatzten Menge des Analyten in der Prgbe. lie
Anschlie3end werden aus dem Messwert der Probe und den Aufstoclemesssine
Regressionsgerade (y = a + bx) aufgestellt. Die KonzentratioRrdbe x ergibt sich
nach Auflésung der Aufstockkalibrierung firy = 0.

5.6 Modellversuche zur Untersuchung der Sorptionspr ozesse
von Tetracyclin und Sulfamethazin in Sandboden

5.6.1 Desorptionsexperimente
(siehe auch: OECD 2000)

Zur Bestimmung der Mobilitdt von matrixgebundenen Rulckstanden wurden Batch-
Equilibrium-Experimente in Anlehnung an die OECD Richtlinie 106 zur Durch
fuhrung von Adsorption-Desorption-Experimenten (OECD 2000) entwickelt. Als
Testmatrix wurde ein Sandboden mit origindren TC- (316 pg/kg) und SMZ-Rilck-
standen (2 pg/kg) verwendet. Die Hintergrundelektrolyten waren eirgmmad

0,01 M CaCJ-Losung und zum zweiten Regenwasser (siehe Abschnitt 5.2.3.7). Fur
jeden Hintergrundanalyt wurde jeweils eine separate Testsewbgadihrt. Hierzu
wurden in je 16 PP-Zentrifugenbecher 10 g Boden eingewogen (Laborwaagsjtund
dem Hintergrundelektrolyt versetzt (Boden/Hintergrundelektrolyt: hy). Die
Bodenlésung wurde homogenisiert, fir 24 h auf einem Rotationsschittler sanft
geschuttelt und anschliel3end zentrifugiert (2000 g, 4 °C, 20 min). Ein Anteil von
40 mL des Uberstandes wurde schlieRlich mittels Festphasen-ibxrakgereichert

und der Probenextrakt mittels HPLC-ESI-MS/MS in Doppelbestimmungysiesl
(siehe Abschnitt 5.5.3).

Die Mobilitat ( %, w/w) von TC und SMZ fir den jeweiligen Hintergrund-
elektrolyt wurde aus dem Verhaltnis der Konzentration des desorbRitekstandes
(ng/kg) zur ursprunglichen Riuckstandskonzentration (pg/kg) im Boden bereclenet. D
Gehalte der desorbierten Rickstande in ng/L wurden hierzu auf dgmeehenden
Anteil in pg/kg bezogen.
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5.6.2 Bestimmung von Adsorptionskoeffizienten
(siehe auch: OECD 2000)

Zur Bestimmung von Adsorptionskoeffizienten wurden Batch-Equilibrium-
Experimente in Anlehnung an die OECD Richtlinie 106 zur Durchfihrung von
Adsorptions-Desorptions-Experimenten (OECD 2000) entwickelt. Als TBegim
wurde ein Sandboden mit originaren TC- (316 pg/kg) und SMZ-Rickstanden
(2 pg/kg) verwendet. Als Hintergrundelektrolyten wurde Regenwassehe(sie
Abschnitt 5.2.3.7) verwendet. In zehn PP-Zentrifugenbecher wurden je 10 g Boden
eingewogen (Laborwaage). In Dupletts werden je 50 mL Regenwassef ®zwnd
SMZ-Lésungen von 0,04 mg/L, 0,2 mg/L, 1,0 mg/L und 5,0 mg/L Regenwasser
zugegeben. Die Bodenlosung wurde homogenisiert, fur 24 h auf einem Rotations-
schuttler sanft geschittelt und anschlieRend zentrifugiert (2000 g, 4 °C, 2@Emin).
Anteil von 40 mL des Uberstandes wurde schlieRlich mittels Festpiiageaktion
angereichert und der Probenextrakt mittels HPLC-ESI-MS/MS in Dbpgtinmung
analysiert (siehe Abschnitt 5.5.3).

Im Gleichgewichtszustand beschreibt der Quotient aus der Konzentrddis
Analyten in der festen Phaseg @nd in der flissigen Phase(Cden Sorptions-
koeffizienten (Kisoii). Die Beschreibung von d&eia in Abhéngigkeit von &, kann
mittels Sorptionsisothermen erfolgen. Ein gebréauchliches Modell ésterfipirsche
Freundlich Isotherme (€= K; Caq””) mit demFreundlicrschen Sorptioskoeffizienten
Kt und dem Linearitatsfaktor n (n =2 linear).

57 Feldstudien

5.7.1 Standorte der Bodenuntersuchungen und
Probenahme von Boden- und Gilleproben

Die Bodenuntersuchungen wurden in Kooperation mit debiB auf landwirt-
schaftlichen Nutzflachen aus dem Raum Weser-Ems durchgefuhrdid-i8Btudien
wurden zwei BDF BDFO1 und BDF02 aus dem Boden-Dauerbeobachtungs-
programm sowie die 14 MonitoringflacheM®NO01-14 des Bodenmonitoring-
programms dedNLfB ausgewahlt. Die beprobten Flachen wurden regelmafig mit
Gulle (Schweine-, Rinder-, oder Mischgulle) beaufschlagt. Didodfrahme wurde
von Mitarbeitern de8ILfB durchgefihrt.
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Bei den beiden BDF, mit einer Flache von bis zu 5 ha, sind jeweilsKeier-
flachen von je 16 x 16 m markiert, welche unabhangig beprobt wurden. Mithiife
Kernbohrern verschiedener Lange wurden entlang der Kernflachenkanteerfegm
von Ober- und Unterboden (0—30 cm bzw. > 30 cm Bodentiefe) entnommen und aus
jeweils 16 Einstichen eine Mischprobe erstellt.

Am Standort BDFO1 fand eine erste Probenahme im Juni 2001 statt; bis
einschlielBlich Mai 2004 folgten in halbjahrlichem Abstand sechs mgeite
Beprobungen. Bei den ersten drei Probenahmen wurden die 10-cm-Segmente der
Bodentiefen von 0—90 cm gesammelt, bei den folgenden Termine wurden nur noch die
10-cm-Segmente bis zu einer Bodentiefe von 60 cm beprobt.

Ab November 2001 wurde Stand®@DFO02 flr insgesamt 24 Monate jeweils im
Sommer- und im Winterhalbjahr beprobt. Bei der ersten Probenahundenv
Bodenproben der Tiefen von 0-90 cm in 30-cm-Segmenten gezogen. Fir die
nachfolgenden Termine wurde der Boden bis zu einer maximalen Tiefe von 80
10-cm-Segmenten beprobt. Die Proben wurden bis zur Analyse bei 4 °C aufbewabhrt.

Die Probenahmezeitpunkte fir die BDF lagen jeweils im Frihjahimanderbst
nach einer Dungeperiode. Die Gulleproben wurden vom Landwirt enthommen und bis
zur Analyse bei 4 °C aufbewabhrt.

Die Monitoringflachen sind alle in der ndheren Umgebung BBi+01 gelegen
(Abstand Luftlinie 0,2-5 km). Da hier im Gegensatz zu den BDF keimefl§ehen
definiert sind, wurde hier eine Mischprobe aus 16 zuféllig ausgeamékibtnahme-
stellen auf einer Teilflache von ca. 400 m2 hergestellt. Die Beprobundevauf den
Oberboden (0-30 cm) beschrénkt, der wiederum in 10-cm-Segmenten beprobt wurde.
Auf den Monitoringflachen erfolgten die Probenahmen diskontinuierlich, zumindes
aber jeweils im Frahjahr, Gber den Zeitraum von Juni 2002 bis Mai 2084 ben
wurden bis zur Analyse bei 4 °C aufbewahrt.

Zu den Monitoringflachen lagen keine Betriebsinformationen und keine
Informationen Uber Gulleausbringungen vor. Die Probenahmezeitpunkte waren
dennoch so gewahlt, dass sie nach einer méglichen Gilleausbringung lagerigangeze
durch schon vorhandene Feldfriichte. Fir diese Flachen konnten demnach auch keine
Gulleproben analysiert werden, dennoch konnte man auf einigen Flachenkvextigoc
Glulleaggregate, so genannte Gullekrusten sammeln. Die Gullekrustéernais zur
Analyse bei 4 °C aufbewahrt.
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5.7.2 Standorte der Sicker- und Grundwasserbeprobun  gen und
Probenahme

Die Sicker- und Grundwasseruntersuchungen wurden ebenfalls in Kooperation mi
dem NLfB durchgefuhrt. Die Studien wurden auf den zwei bereits genannten BDF
(BDFO1 und BDF02) durchgefihrt. Die Probenahmen wurden von Mitarbeitern des
NLfB durchgefihrt.

Am StandortBDFO01 wurde an vier Entnahmestellen oberflachennahes Grund-
wasser durch Saugsonden mit Polyamidmembrageotéch Bonn, Deutschland)
entnommen. Die Entnahmetiefe des oberflachennahen Grundwassers g ei
unter der Gelandeoberflache. Das oberflachennahe Grundwasser wiuteiehbem
Unterdruck (200-400 hPa) und einer Vorlage aus 1 mL 5M Ammoniumacetat in
Glasflaschen gesammelt und bis zur Analyse bei —20 °C gelagert.raberhmen
erfolgten diskontinuierlich jeweils im Herbst und Fruhjahr eines Jahres.

Am StandortBDF02 wurde an vier Entnahmestellen oberflachennahes Grund-
wasser durch Saugsonden mit Polyamidmembraieotéch Bonn, Deutschland)
entnommen. Die Entnahmetiefe des oberflaichennahen Grundwassengerdagei
1,2 m unter der Gelandeoberflache. Das oberflachennahe Grundwasser beur
leichtem Unterdruck (200-400 hPa) und einer Vorlage aus 1 mL 5 M Ammeniu
acetat in Glasflaschen gesammelt. Zusatzlich wurden an dneatinéstellen Uber
Peilrohre in 2,5-m-Bodentiefe Grundwasserproben, bei einem Grusestsd von
2 m unter Gelandeoberflache, entnommen. Alle Proben werden bis zur éihalys
—20 °C gelagert. Die Probenahmen erfolgten diskontinuierlich jeweilsarbgt und
Frahjahr eines Jahres.

5.7.3 Standorte der Aquakulturbetriebe und Probenah  me von
Teichwassern und Sedimenten

Im Rahmen einer Screeningstudie ,Aquakulturen in Niedersachsen" kimstdrom
Veterindrinstitut fur Fische und Fischwaren Cuxhavees Niedersachsischen
Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsichgtt®MES wurden bei 15
Fischhaltungsbetrieben mit Forellenteichwirtschaft einmalig Prebe Teichwassern

und -sedimenten entnommen (siehe Tab. 3-29, Abschnitt 3.5). Die Beprobung der
Standorte wurde im Zeitraum von Dezember 2003 bis Februar 2004 durcheiléa
desLAVESvorgenommen. Die Enthnahme der Sedimente erfolgte mit einem Sedime
stecher, die Proben wurden bis zur Analyse in Schraubdeckelglasern°Gei 4
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aufbewahrt. Bei der Entnahme der Teichwéasser wurde darauf gedielstetnicht im
Bereich des Zu- oder Ablaufes zu entnehmen. Die Proben wurden in Sidukelb
glasern gesammelt und bis zur Analyse bei —20 °C gelagert.

5.7.4 Herkunft und Probenahme der Stallstaube

Fur die Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche Standorte ausgesuéhlt,
Schweinemastbetrieb und eine Legehennenstallung. Es wurden ausschlief3lich
Sedimentationsstaube gesammelt. Die Probenahme wurde durchbeitiardes
Instituts fur Hygiene und Tiererndhrunger Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannoverdurchgefihrt. Als selbst konstruierte Probenahmevorrichtung dientesihierb
eine Metallplatte mit einer Flache von 38 x 79 cm, die zentral und ebghei einer
Stelle mit geringer Luftverwirbelung, in 1,5-m-H6he aufgestellt. vizie Plattform
war mit einer Aluminiumfolie bestlickt, die in Abstanden von 14-3@efanach
Entnahme der angefallenen Sedimentationsstaube erneuert wurde. Yortrainme
werden sichtbare Verunreinigungen wie tote Insekten, Spinnen odeigsdfstmd-
stoffe entfernt. Die Stdube wurden mit Hilfe eines neuen, sauberen Pinselkigongfa
Glasrohrchen tberfuhrt, mit einem Gummistopfen verschlossen und°@eirdcken
und dunkel gelagert.

5.8 Statistik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Berechnungen mit MicfdsBicel 2002
(Microsoft Corporation durchgefiihrt. Fur die graphischen Darstellungen wurde das
Grafikprogramm SigmaPlot® 8.(ystat SoftwareErkrath, Deutschland) genutzt. Fur
die statistischen Auswertungen wurden SigmaStat Version Sy8tat Software
Erkrath, Deutschland) und SPSS 12.0 (SPSS GmbH Software, Minchen,nggerma
fur Windows verwendet.
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