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TC-Anfangskonzentration: Rottemist = 51,1 mg kg™';

Stapelmist = 43,6 ME KE™) oveveeeeeeeeeeee oo 84
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Arzneimittelwirkstoffe werden in der Nutztierhaltung in nennenswertem Umfang
eingesetzt; dabei handelt es sich in erster Linie um Antibiotika. 1999 wurden im gesamten
EU-Gebiet einschlieBlich der Schweiz insgesamt 13200t Antibiotika verbraucht
(FEDESA 2001). Auf die Humanmedizin entfielen 8.500 t, als Tierarzneimittel wurden
3.900 t Antibiotika verabreicht. 800 t Antibiotika wurden als Leistungsforderer eingesetzt.
Mit dem EU-weiten Verbot aller antibiotisch wirksamen Futterzusatzstoffe bis 2006 wird
dieser Einsatz allerdings in Zukunft keine Rolle mehr spielen (KOM 2002). Eine im
Vergleich zu Angaben der FEDESA (2001) detailliertere Auflistung des
Gesamtverbrauches an Tierarzneimitteln z.B. hinsichtlich einzelner Wirkstoffe und
Tierarten bzw. Nutzungsrichtungen ist weder EU- noch deutschlandweit verfiigbar, da

keine zentrale Erfassung der Daten erfolgt.

Die potenziellen Eintragsquellen von Antibiotika in die Umwelt sind vielfdltig: nach
Verabreichung beim Tier werden sie in zum Teil aktiver und unveridnderter Form sowie als
aktive Metabolite durch den tierischen Organismus ausgeschieden. Somit kann {iiber
Wirtschaftsdiinger wie Giille oder Festmist ein Eintrag dieser Stoffe in Boden stattfinden

(Abbildung 1).

Veterindrmedizin Humanmedizin

Medikation l

Ausscheidung
Tier — Exkremente
l Wirtschaftsdiinger v
Oberflichenabfluss Versickerun
Boden &
v v
Oberflachenwasser Grundwasser
> Trinkwasser <

.................. mogllche pfade

Abbildung 1:  Eintragspfade fiir Antibiotika in die Umwelt

Eine weitere Eintragsquelle in die Umwelt ist in der Aquakultur zu sehen, bei der die

Antibiotika im Bedarfsfall direkt in die Gewésser ausgebracht werden. Auch iiber den
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Pflanzenbau erfolgt ein FEintrag: seit den 1950er Jahren werden Antibiotika als
Pflanzenschutzmittel vor allem bei der Produktion von Obst, Gemiise und Zierpflanzen
eingesetzt. McManus et al. (2002) schétzten den Verbrauch in den USA zu diesem Zweck
auf 0,5 % des gesamten Antibiotika-Verbrauchs, der fiir die USA mit ca. 10.000t
angegeben wird. Neueste Untersuchungen von Hamscher et al. (2003) wiesen einen
Eintrag von Antibiotika sogar iiber Stdube aus der Schweine- und Gefliigelhaltung nach.
Uber den weiteren Verbleib bzw. das Verhalten der iiber diese verschiedenen Eintragswege

in die Umwelt eingebrachten Antibiotika gibt es derzeit nur wenig Kenntnis.

Verschiedene Erhebungen ergaben, dass es sich bei den veterindrmedizinisch angewandten
Antibiotika hauptsdchlich um Tetrazykline und Sulfonamide handelt FEDESA 1999;
Winckler und Grafe 2000; Grafe 2001; Abbas et al. 2001; Thiele-Bruhn et al. 2003). Es
handelt sich bei beiden Wirkstoffgruppen um so genannte Altpraparate. Mit dem Begriff
Altpraparate werden Tierarzneimittel umschrieben, die vor dem 01.01L1978 zur
Anwendung kamen oder zwischen 1978 und 1998 zugelassen wurden (Winckler und Grafe
2000;  Grafe 2001). Vor 1998  unterlagen diese  Wirkstoffe  keiner
Umweltvertraglichkeitspriifung (UVP). Mit Wirkung zum 01.01.1998 ist eine vom
Ausschuss flir Tierarzneimittel (CVMP) der Europidischen Arzneimittelagentur (EMEA)
erarbeitete Leitlinie (EMEA/CVMP-055/96) zur Durchfiihrung einer UVP von neu
zuzulassenden Tierarzneimitteln in Kraft getreten. Eine Uberarbeitung erfolgte im Jahr
2000 (EMEA/CVMP/VICH/592/98; VICH GL 6 —Ecotoxicity Phase I) (EMEA 2000).
Unter Beriicksichtigung der eingesetzten Menge des Wirkstoffes, der biologischen
Abbaubarkeit, der Adsorption im Boden und anderer Parameter wird im ersten Schritt ein
Expositionsszenario erstellt und die zu erwartende Konzentration im Boden PEC
ermittelt (Phase I). Bei der Uberschreitung bestimmter Schwellen bzw. Triggerwerte
(PECqoit > 100 pg kg™; PECyaer > 1 pg 1) sind weitere Untersuchungen zur Okotoxizitiit,

zum Abbau im Boden bzw. Wasser sowie zur Adsorption erforderlich (Fhase II).

Da sich die Leitlinie jedoch nur auf die Zulassung neuer Tierarzneimittel bezieht, werden
Altpriparate diesbeziiglich nicht untersucht. Somit besteht ein erheblicher Mangel an
umweltrelevanten Informationen {iber das Verhalten der Altpriparate nach der
Ausscheidung durch das Tier. Auf die Bewertungsliicke hinsichtlich der Umweltrelevanz
dieser Wirkstoffe wurde bereits an verschiedener Stelle hingewiesen Montforts et al.
1999; Winckler und Grafe 2000; Tolls 2001; Hamscher et al. 2002; Hdoper et al. 2002;
Thiele-Bruhn et al. 2003).
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Nur durch ein genaueres Wissen um die Wirkungen der Altpriparate in der Umwelt ist
eine Risikobewertung moglich und konnen mogliche Priaventivmalnahmen eingeleitet
werden. Wichtige Kriterien fiir eine Risikobewertung von Antbiotika hinsichtlich des
Bodenschutzes sind verldssliche Angaben zur Expositionsabschidtzung, zu potentiellen
Austrdgen ins Grundwasser oder zu den Auswirkungen auf die mikrobielle
Bodenbiozonose. Einen weiteren wichtigen Aspekt stellt die mogliche Induktim und

Verbreitung von Antibiotikaresistenzen im Boden undin anderen Okosystemen dar.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist daher, Erkenntnisse hinsichtlich Umweltverhalten, Exposition und
potentiellen Austridgen ins Grundwasser am Beispiel von ausgewéhlten Alpraparaten aus
den Wirkstoffgruppen der Tetrazykline und Sulfonamide zu gewinnen, um einen Beitrag

zur Abschétzung der Umweltgefdhrdung zu leisten.

In einer fritheren Studie konnten Winckler und Grafe (2000) eine ausgeprigte Persistenz
von Tetrazyklin in Schweinegiille nachweisen. Auf diesen ersten Ergebnissen aufbauend
lag ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf der Persistenz von Tetrazyklin in
Masthdhnchenfestmist, da neben der Schweinemast auch in der Geflliigelmast ein
erheblicher Einsatz von Tetrazyklinen stattfindet (Grafe 2001). Weiterhin sollte als
Ergdnzung zu einer Untersuchung von Grafe (2001) eine Erhebung zu den Gehalten an
ausgewahlten Tetrazyklinen und Sulfonamiden in Giilleprobenaus der Praxis durchgefiihrt
werden. Ein Vergleich zwischen zwei Probennahmejahren sollte mogliche Verdnderungen
in der Verschreibungspraxis aufzeigen. Im Hinblick auf den Eintragspfad Boden-Wasser
wurde die Mobilitdt von Tetrazyklin und Sulfadiazin in verschiedenen Bdden nach

Ausbringung iiber Giille im Gefa3- und Lysimetermalstab untersucht.
Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet

— Wie verhédlt sich der Wirkstoff Tetrazyklin bei der Lagerung von
Masthdhnchenfestmist, welche Einflussfaktoren auf den Abbau gibt es?

— Wie sieht die tatsdchliche Belastung der Schweinegiile mit Tetrazyklin- und
Sulfonamidriickstdnden aus? Gibt es Unterschiede in der Belastung der Schweinegiille

mit ausgewéhlten Antibiotika in den Winterhalbjahren 1999/2000 und 2001/2002?

— Sind die Wirkstoffe Tetrazyklin und Sulfadiazin im Boden mobil und gbt es

Unterschiede in der Verlagerungsneigung bei verschiedenen Boden?
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2 Literaturiibersicht

2.1 Begriffsbestimmungen
Tierarzneimittel sind Medikamente, die in der Veterindrmedizin in therapeutisch

wirksamer Dosierung verabreicht werden und verschreibungspflichtig durch den Tierarzt

sind. Der Begriff Arzneimittel hat laut Richtlinie 65/65/EWG folgende Definition:

Arzneimittel sind alle Stoffzusammensetzungen, die als Mittel zur Heilung oder zur
Verhiitung menschlicher oder tierischer Krankheiten bezeichnet werden, alle Stoffe oder
Stoffzusammensetzungen, die dazu bestimmt sind, im oder am menschlichen oder tierischen
Korper zur Erstellung einer drztlichen Diagnose oder zur Wiederherstellung, Besserung
oder Beeinflussung der menschlichen oder tierischen Korperfunktionen angewandt zu

werden. (Tier-)Arzneimittel unterliegen dem Arzneimittelgesetz.

Die in dieser Arbeit ndher untersuchten Tetrazykline sind den Tierarzneimitteln
zuzuordnen und gehoren zur Gruppe der Antibiotika (Kroker et al. 1996). Als Breitband-
Antibiotika werden sie sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin eingesetzt.
Sie werden von Streptomycesarten gewonnen Der Begriff Antibiotika leitet sich aus der
Entstehung derselben in verschiedenen Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilzen ab
(Kroker et al. 1996). Die Bezeichnung Breitband-Antibiotika wird fiir solche Substanzen
verwendet, die ein sehr weites Wirkungsspektrum haben, also sowohl gegen grampositive
als auch gramnegative Bakterien eingesetzt werden konnen. Demzufolge ist ihr Einsatz in
der therapeutischen Praxis sehr hiufig. Unter dem Oberbegriff Chemotherapeutika werden
sowohl die natiirlichen als auch die synthetisch hergestellten Antibiotika mit vergleichbarer

Wirkung zusammengefasst (Kroker et al. 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den Tetrazyklinen auch Sulfonamide
beriicksichtigt, um ein weiteres hdufig eingesetztes Tierarzneimittel in die Untersuchungen
zur Persistenz und Mobilitit mit einzubeziehen. Sulfonamide stellen Derivate des p
Amino-Benzoe-Sulfonamids (Sulfanilamid) dar. Sie bestehen aus einem Benzolkern mit
einer Amino- und einer Sulfonamidgruppe (Kroker et al. 1996). Sulfonamide gehoren wie

die Tetrazykline zu den Breitband-Antibiotika.

Neben den Tetrazyklinen und Sulfonamiden gibt es noch weitere wichtige

Antibiotikagruppen. Unter anderem sind die Aminoglykoside, B-Laktame, Polymyxine,
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Chinolone, Makrolide und Lincosamide zu nennen. Die Gruppen unterscheiden sich in der

Wirkungsart und dem Wirkungsort in der Bakterienzelle.

Antimikrobiell wirksame Substanzen werden auch als Futterzusatzstoffe verwendet. Im
Gegensatz zu Tierarzneimitteln unterliegen sie dem Futtermittelgesetz. Pharmakologisch
wirksame Futterzusatzstoffe werden in subtherapeutischen Dosierungen verfiittert, um
leistungssteigernde Effekte wie z.B. eine erhohte Mastleistung beim Tier zu erzielen.
Antimikrobiell wirksame Substanzen finden sich sowohl bei Tierarzneimitteln als auch
unter den Futterzusatzstoffen. Allerdings werden als Futterzusatzstoffe keine Antibiotika

verwendet, die auch in der Humanmedizin oder als Tierarzneimittel zugehssen sind.

Als pharmakologisch wirksame Futterzusatzstoffe sind derzeit noch in der EU zugelassen
(Stand Friihjahr 2004): Avilamycin, Flavophospholipol, Monensin-Natrium, Salinomycin-
Natrium. Da der Einsatz dieser Substanzen in den vergangenen Jahren aufgund
potentieller Kreuzresistenzen zu therapeutisch eingesetzten Antibiotika zunehmend kritisch
betrachtet wurde, hat die EU im Friihjahr 2002 ein Verbot der vier noch zugelassenen
antimikrobiell wirkenden Futtermittelzusatzstoffe ab 2006 vorgeschlagen (KOM 2002).
Einzige Ausnahme ist Avilamycin, das fiir Puten weiterhin Anwendung finden darf
(Anonymous 2003). Im Entwurf zur diesbeziiglichen Verordnung wurde weiterhin
festgelegt, dass Zusatzstoffe grundsétzlich nur noch fiir zehn Jahre zugelassen werden;
nach Ablauf dieses Zeitraums muss jeweils eine Neuzulassung beantragt werden. Firmen,
die bereits nach geltenden Vorschriften zugelassene Futtermittelzusatzstoffe in den
Verkehr bringen, haben innerhalb der néchsten sieben Jahre eine Neubewertung und
Neuzulassung ihrer Produkte zu beantragen. Dazu miissen die Unternehmen nachweisen,
dass der Zusatzstoff positive Wirkungen auf das Tier hat und dass fiir die Gesundheit von

Mensch und Tier sowie fiir die Umwelt keine Gefahr besteht(KOM 2002).

2.2 Physikochemische wund pharmakokinetische Eigenschaften ausgewihlter
Antibiotika

Antibiotika werden hinsichtlich ihrer Wirkung auf das Bakterienwachstum als bakterizid
bzw. bakteriostatisch bezeichnet. Die erfolgreiche Wirkung gegen Bakterien ist von der
Konzentration der antibakteriell wirkenden Substanz am Infektionsort abhdngig. Sie muss
hoch genug sein, um eine bakterizide oder bakteriostatische Wirkung erzielen zu konnen.
Die Anwendung bakteriostatisch wirkender Antibiotika setzt ein funktionstiichtiges
Abwehrsystem im zu behandelnden Organismus voraus, da der Beginn der klinischen

Wirksamkeit sich erst nach zwei bis drei Tagen Behandlungsdauer erkennen 1dft. Bei
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bakterizid wirkenden Antibiotika tritt ein sofortiger Zelltod des zu bekdmpfenden Keimes
ein, eine Wirksamkeit ist in diesem Fall nach ein bis zwei Tagen zu beobachten (Kroker et

al. 1996).

Tetrazykline

Tetrazykline bestehen aus einem Naphthacen-Kern (Abbildung 2) und sind kaum
wasserloslich, ihre dazugehoérigen Hydrochloride weisen dagegen eine bessere
Wasserloslichkeit auf. Sie sind relativ stabil in Sdure, aber nicht im basischen Milieu und
formen Salze in beiden Medien (Halling-Serensen et al. 2002). Die verschiedenen Derivate
innerhalb der Tetrazyklingruppe wie z.B. Chlor oder Oxytetrazyklin unterscheiden sich
lediglich durch kleine Verdanderungen an der Molekiilstruktur (Abbildung 2). Tetrazykline
zeigen eine hohe Affinitit zu polyvalenten Kationen (z.B. Magnesium, Kalzium, Eisen)
unter der Bildung von Chelatverbindungen. Aus diesem Grund kénnen sich Tetrazykline in
Zahnen, Knochen und Knorpel ablagern, vor allem, wenn sie in der Wachstumsphase
verabreicht werden (Briiggemann et al. 1966). Die orale Bioverfiigbarkeit ist stark
abhingig vom Fiillungszustand des Magens und der Zussammensetzung der verabreichten

Nahrung. Sie betridgt durchschnittlich ca. 50 % (Kroker 2002).

N(CH3)2
OH

CONH,

Tetracyclin
Ry =Cl Chlortetracyclin
R, = OH Oxytetracyclin

Abbildung 2:  Struktur der Tetrazykline (R = Rest) (Kroker et al. 1996)

Tetrazykline werden je nach Tierart zu verdnderlichen Anteikn in aktiver Form renal
durch globulédre Filtration (Niere) oder iiber die Fizes ausgeschieden. Die Anteile der
ausgeschiedenen an den verabreichten Substanzmengen sind je nach Applikationsart und
verabreichter Tetrazyklinsubstanz unterschiedlich, konnen aber bis zu 80 % der
eingesetzten Tetrazyklinmenge betragen (Kroker 1983; Winckler und Grafe 2000).
Tetrazykline konnen oral {iber das Trinkwasser in geloster Form (vor allem bei Gefliigel)

bzw. als Pulver iiber das Futter sowie parenteral verabreicht werden. Die enterale
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Resorption sowie die Proteinbindung und die Urinausscheidung ist je nach Tierart und

verabreichtem Tetrazyklin unterschiedlich (Tabelle 1).

Tabelle 1:  Pharmakokinetische Daten von Tetrazyklinen (Kroker et al. 1996)

Substanz Enterale Halbwertszeit Proteinbindung Urinaus-
Resorption scheidung
(%0) (h) (%) (%)
Tetrazyklin bis 50 (Hund) 5 (Hund) 36 (Rind) 56-85 (Hund)
bis 80 (Mensch) 10 (Kalb) 70-80 (Hund) 40 (Mensch)
10 (Mensch)  25-55 (Mensch)
Chlortetrazyklin 24 (Hund) 5 (Hund) 38 (Rind) ca. 20
47 (Kalb) 9 (Kalb) 61 (Hund) (Mensch)
25-30 (Mensch)  5-6 (Mensch) ca. 50 (Mensch)
Oxytetrazyklin 60 (Mensch) 3 (Huhn) <30 30 (Mensch)

bis 11 (Pferd)
8-10 (Mensch)

Es gelten Dosierungsmengen flir Tetrazykline von etwa 20— 50 mg/kg je Tag fiir Kélber,
Schweine, Hunde und fiir Huhn/Taube 50 — 100 mg/kg je Tag. Die Wartezeiten betragen
nach parenteraler Verabreichung 21 (Oxytetrazyklin) bzw. 10 (Tetrazyklin) Tage, nach
oraler Gabe 14 Tage (Kroker et al. 1996).

Bei feuchter Lagerung der Tetrazykline, Lichteinwirkung und hohen Temperaturen bilden
sich liber Dehydratation Epi-, Epianhydro- oder Anhydroprodukte, die zwar nicht
antibiotisch wirksam sind, sich aber unter bestimmten Umstinden wieder zur
Hauptsubstanz umwandeln konnen (Kroker et al. 1996; Kroker 1997; Kiihne et al. 2002).
Riickstinde lassen sich in Niere, Leber, Muskulatur, Milch und Eiern finden (Kroker
2002). Bei zum Verzehr bestimmten Tieren muss vor der Schlachtung eine Wartezeit
eingehalten werden. Tetrazykline wirken bakteriostatisch. Indikationsgebiete sind
Infektionen der Atemwege, des Urogenital und des Magen-Darm-Traktes sowie der Haut

(Kroker et al. 1996).

Sulfonamide

Sulfonamide sind nahezu unldslich in Wasser, formen aber Salze im stark sauren oder
basischen Milieu, welche gut wasserldslich sind (Ingerslev und HallingSerensen 2000)
(Tabelle 2). Im Stoffwechsel des Warmbliiterorganismus kommen Sulfonamide in drei

Hauptformen vor: als freies sowie als an Plasmaproteine gebundenes Sulfonamid und ak
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acetylierte Verbindung. Letztere bildet das Hauptabbauprodukt (Kroker et al. 1996). Der
an Proteine gebundene Teil kann nicht antibakteriell wirken. Wirksam ist nur das freie,
nicht acetylierte Sulfonamid (Abbildung 3). Die Ausscheidung erfolgt hauptsichlich durch
die Niere. Als andere, jedoch mengenmiBig unbedeutendere Ausscheidungswege kommen
Galle, Pancreas- und Magensaft, Bronchialsekret, Speichel und Milch in Frage (Kroker et
al. 1996).

Wie auch bei den Tetrazyklinen werden die Sulfonamide groftenteils in unverénderter,
also chemotherapeutisch aktiver Form ausgeschieden. Ein Teil der Sulfonamide wird als
unwirksame Metaboliten, vor allem Acetylderivate, Glucuronide und Konjugate mit
Schwefelsdure, liber den Harn abgegeben (Kroker et al. 1996). Studien von Berger et al.
(1986) und Langhammer (1989) wiesen bei Schweinen Ausscheidungsmengen von 40 -
90 % der eingesetzten Substanz nach. Auch bei den Sulfonamiden variieren die Mengen je

nach Tier- und Applikationsart.

Im Allgemeinen werden Sulfonamide, vor allem auch ihre wasserldslichen NatriumSalze,
nach oraler Applikation gut resorbiert. Sulfadiazin hat eine Halbwertszeit in Plasma und
Blut von acht Stunden beim Schwein sowie zehn bis 24 Stunden beim Menschen. Dagegen
weist Sulfamethazin eine kiirzere Halbwertszeit beim Menschen auf (3 - 14 Stunden) und

eine langere beim Schwein (9 - 16 Stunden) (Kroker et al. 1996).

In der praktischen Therapie werden Sulfonamide hédufig in verschiedenen Kombinationen
untereinander angewendet. Die Tagesdosis variiert je nach verwendetem Sulfonamid. Bei
Sulfamethazin betrdgt sie bspw. 50 bis 100 mg/kg je Tag und ist damit mit der der
Tetrazykline vergleichbar. Die Wartezeiten betragen bei parenteraler Appikation je nach
Tierart sechs (Schaf) bis zw6lf (Huhn) Tage sowie nach oraler Gabe acht (Schaf) bis 14
(Huhn) Tage (Kroker et al. 1997).

HoN — 5=

Abbildung 3:  Struktur ausgewihlter Sulfonamide (Haller et al. 2002)
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Indikationen fiir die Anwendung von Sulfonamiden sind u.a. Infektionen wie Magen
Darm-Entziindung, Salmonellen, Toxoplasmose und Entziindungen des Urogenitaltraktes.
Hier hat sich vor allem der synergistische Effekt von Trimethoprim bewéhrt, einem
Antimetaboliten, welcher die Sulfonamide in der Wirksamkeit potenziert(Sequentialeffekt
auf die bakterielle und protozoale Folsduresynthese) Riickstinde der Sulfonamide und
von Trimethoprim finden sich bei Nichteinhaltung der vorgeschriebenen Wartezeiten in

der Muskulatur, im Fett, in Leber und Niere (Kroker 20(02).

In Tabelle 2 sind einige der umweltrelevanten Eigenschaften der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Antibiotika aufgefiihrt. Die Henry-Konstante beschreibt das Verhiltnis
zwischen Partialdruck in der Luft und der Gleichgewichtskonzentration im Wasser Sie ist
abhédngig von Druck, Temperatur und den Inhaltsstoffen des Wassers. Die aufgefiihrten
Antibiotika weisen eine geringe Fliichtigkeit von unter 0,003 Pa1mol™ auf, so dass mit
keiner nennenswerten Volatilitdt zu rechnen ist (Rompp 1995). Die Sédurekonstante pKs
beschreibt den pH-Wert, bei dem die Sauregruppen (H-Ionen) der Wirkstoffe zu 50 %
dissoziiert sind. Der n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (log K,y ) ist ein MaB fiir die
Fettloslichkeit, also die Verteilung einer Substanz zwischen polarer (Wasser) und
unpolarer (n-Octanol) Phase. Die untersuchten Wirkstoffe weisen einen niedrigen log Koy
auf, so dass mit einer guten Wasserloslichkeit und somit einem geringen

Bioakkumulationspotential zu rechnen ist.

Tabelle 2: Umweltrelevante physiko-chemische Eigenschaften wie Loslichkeit,
Volatilitét, Sdurekonstante (pK;) und Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
(log K,yw) ausgewdhlter Veterindrantibiotika (Rompp 1995; Thiele-Bruhn

2003a)

Substanz Summenformel Molmasse Loslich- Henry- pPK log

keit Konstante Ko
(g mol ™) (mg ) (Palmol™)

Tetrazyklin CHyN, Oy 444 230 4,7x10% 3,3/7,79,5  -1,3

Chlortetrazyklin -~ Cy,H,3CIN,Og 479 630  3,5x 107 3,3/7.8/93  -0.6

Oxytetrazyklin C»H,4N>Og 460 310 1,7x 107 3,3/7.3/9,1 -0,9

Sulfamethazin C1oH14N40,8 278 1500 3,1x10™ 2,8/7.6 0,9

Sulfadiazin C|0H|0N40zs 250 270 - - -0,09




LITERATURUBERSICHT 10

2.3 Persistenz von Tierarzneimitteln in verschiedenen Medien

Die zum Zeitpunkt der Ausbringung vorliegenden Gehalte der Antibiotika in den
Wirtschaftsdiingern sind von einer Reihe von Einflussfaktoren abhéngig. Eine wichtige
Rolle spielt vor allem bei Giille der Verdiinnungseffekt durch bereits vorhandene
unbelastete Giille sowie die weitere Vermischung mit antibiotikafreien Ausscheidungen im
Anschluss an den Behandlungszeitraum. Dieser Effekt ist aber auch bei Festmist zu
beachten, da hier neben der Zufuhr von unbelastetem Mist auch Stroh zugefiihrt wird. Als
Einflussfaktoren auf das Lagerverhalten von Antibiotika in Wirtschaftdiingern kommen in
erster Linie  Substrattemperatur, Sauerstoffversorgung bzw. Sauerstoffeintrag
(Langhammer 1989) und physikalisch-chemische Eigenschaften der Matrix wie der pH-
Wert (Kroker 1983) in Frage. Es existieren zu dieser Fragestellung bislang nur wenige

Untersuchungen, die im Folgenden vorgestellt werden.

In der Regel werden Wirtschaftsdiinger nach unterschiedlicher Lagerungseit auf den
Boden aufgebracht. Festmist aus der Masthihnchenproduktion wird héufig auf
Mistlagerstétten oder am Feldrand zwischengelagert bzw. wihrend der Vegetationsperiode
sofort als Diinger ausgebracht. Giille wird unterhalb der Spaltenboden gelagert bzw in
einem FlieBmistsystem aus dem Stall iiber eine Vorgrube in @nen Giillebehilter gefordert,
aus dem dann in unregelmiBigen Abstinden die Giille zum Ausbringen abgepumpt wird.
Je nach Jahreszeit, Witterungslage und Lagerungskapazitdt variieren die Lagerzeiten daher
von einigen Wochen bis zu iiber sechs Monaten. Die Ausbringung von Wirtschaftsdiingern
auf landwirtschaftlich genutzte Flichen ist in der Diingeverordnung geregelt (DiingeVO
1996). So diirfen Wirtschaftsdiinger nicht auf gefrorenen Boden sowie zwischen Mitte

November und Mitte Januar ausgebracht werden.

Ausloser fiir die immer noch anhaltende Diskussion um Riickstdnde von Tierarzneimitteln
in der Umwelt war in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts u.a. der Nachweis der die
Dungfauna schiddigenden Wirkung von Ivermectin (Handelsname Ivomec®), einem zur
Substanzgruppe der Avermectine zdhlenden BreitbandAntiparasitikum. Wall und Strong
(1987) konnten nach Verabreichung von Ivermectin als Bolus (kontinuierliche Abgabe von
40 pgkg' Lebendmasse je Tag) einen Einfluss auf die dungabbauenden Insekten
Coleoptera, Diptera, Anneliden und Centipedes nachweisen. Es zeigten sich eine
Verminderung der Dungkiferanzahl sowie ein unvollstindiger Abbau der Fladen. Auch
Schaper und Liebisch (1991) untersuchten Kuhfladen von mit Ivermectin behandelten

Kiihen, stellten aber bei den beobachteten Insekten (Diptera: Muscidae-Fliegen, Sepsidae-
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Schwingfliegen) beziiglich Besiedelung und Umsetzung der Kuhfladen keine Unterschiede
fest. Allerdings nahm die Schlupfrate von Diptera um 60 % ab.

SchlieBlich wiesen Strong et al. (1996) nach, dass Kuhfladen, die von mit Ivermectin
behandelten Tieren stammten, eine verminderte Insektenanzahl von Coleoptera und
Diptera im Gegensatz zu mit Fenbendazol' durchsetzten Fladen zeigten. Auch war die
Kuhfladenbeschaffenheit nach sechs Wochen bei Ivermectin noch fest und kompakt, bei

Fenbendazol dagegen schon kriimelig und kornig.

Jagnow (1977) fiihrte schon in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts Untersuchungen zum
Verhalten von antibiotisch wirkenden Substanzen in Wirtschaftsdiinger durch. Mittels
mikrobiologischer Testverfahren und einem in-vitro-Ansatz wurden die Antibiotika
Tetrazyklin, Flavophospholipol, Zink-Bacitracin und Spiramycin auf ihre Stabilitit in
Hiihnerkot getestet. Bis auf Zink-Bacitracin, das auf 25 mgkg" in Hiihnerkot eingestellt
wurde, wurden die anderen Wirkstoffe mit 10mg kg™ gepriift. Zink-Bacitracin war nach
neun Tagen vollstdndig inaktiviert, Flavophospholipol erst nach 17 Wochen, Spiramyan
dagegen wurde in den ersten zwei Wochen rasch (50 — 60 %) abgebaut, spiter jedoch
deutlich langsamer, so dass nach vier Wochen noch ca. 30 % vorhanden waren. Der Abbau
von Tetrazyklin verlief ebenfalls relativ langsam; selbst nach zwdlf Wochen
Inkubationszeit war noch etwa ein Drittel der antibakteriellen Aktivitdit vorhanden. In
Varianten, in denen ein Kot-Boden-Gemisch getestet wurde (im Verhéltnis Kot zu Boden

von 1:3), erfolgte der Abbau aller getesteten Antibiotika deutlich schneller.

Auch Warman und Thomas (1980) untersuchten die mikrobielle Aktivitit von
Chlortetrazyklin in Hithnerkot gemischt mit Boden. Sie stellten fest, dass Chlortetrazyklin
in Konzentrationen von 0,1 bzw. 0,6pugg’ iiber 24 Tage keinen Effekt auf die
Bodenatmung hatte. Die Autoren vermuteten aufgrund dieser FErgebnisse, dass

Chlortetrazyklin bei in den Boden eingearbeitetem Hiihnerkot nicht mehr nachweisbar sei.

Neuere Untersuchungen wiederum von Gavalchin und Katz (1994) ergaben eine Reduktion
der mikrobiellen Aktivitit von Bacillus cereus in mit Hithnerkot im Verhéltnis 5:95 mit
Boden vermischtem Medium um 44 % nach 30 Tagen bei 30 °C Bodentemperatur. Bei 4
bzw. 20 °C waren noch 88 bis 100 % Restaktivitit feststellbar, was als ein Hinweis auf die

ausgeprigte Temperaturabhidngigkeit beim Abbau von Chlortetrazyklin interpretiert wurde.

" Anmerkung: Fenbendazol ist ebenfalls ein Antiparasitikum, jedoch aus der

Wirkstoffgruppe der Benzimidazole.
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Neben Hiihnerkot wurde auch in Rindermist die Stabilitit von Antibiotika untersucht.
Elmund et al. (1971) gaben an junge Rinder 70 mg/Tier/Tag Chlortetrazyklin. Im frischen
Rindermist konnten sie iiber einen Bioassay 14 pg g Chlortetrazyklin nachweisen, im
gealterten Mist immer noch 0,34 pg g'. Sie ermittelten Halbwertszeiten von sieben Tagen
bei 37 °C Inkubationstemperatur, bei 4 bis 28 °C Halbwertszeiten von iiber vier Wochen.
In unbehandeltem Rindermist wurde deutlich mehr organische Masse abgbaut als in mit

Chlortetrazyklin versetztem Mist.

Diese Ergebnisse wurden durch jlingste Studien von De Liguoro et al. (2003) bestétigt: in
dieser Untersuchung wurde 60 mg kg Oxytetrazyklin je Tag bzw. 20 mg kg Tylosin je
Tag an Kélber verabreicht. Wahrend Tylosin rasch degradierte und schon nach 45 Tagen
im Mist nicht mehr nachweisbar war, zeigte Oxytetrazyklin eine Halbwertszeit von 30
Tagen und war auch nach einer flinfmonatigen Reifung des Mistes noch in
Konzentrationen von 820ugkg' detektierbar. Patten et al. (1980) priiften den
Zusammenhang von mit Antibiotika belastetem Rindermist (5,3pug g’ Tetrazyklin;
11,3 pg g Oxytetrazyklin) und der Stickstoffmineralisation im Boden. Sie fanden keinen
Unterschied in der Bakterienanzahl und keine Differerz in der Stickstoffmineralisation im
Boden bei Einbringung von antibiotikabelastetem und -freiem Rindermist in einer

Zeitspanne von 60 Tagen.

Erste Untersuchungen zur Persistenz von antibiotisch wirkenden Tierarzneimitteln in
Schweinegiille fanden Mitte der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts statt. Der analytische
Nachweis der Antibiotika erfolgte ab diesem Zeitraum mit Hilfe der HPLC-Technik.
Berger et al. (1986) wiesen bei Schweinen nach, dass einmalig parenteral verabreichtes
Chloramphenicol bereits nach 24 Stunden vollstindig ausgeschieden war. Ebenfalls
verabreicht wurde Sulfadimidin, dessen Ausscheidung nach Medikationsende &hnlich
schnell erfolgte. 46 % des verabreichten Sulfadimidins lieBen sich in der Giille
wiederfinden, davon anteilig 50 % als N4-Acetyl-Sulfadimidin. Bei der anschlieBenden
Giillelagerung wurde dieser Metabolit durch mikrobiellenzymatische Prozesse zum
biologisch aktiven Arzneistoff gespalten, so dass dadurch eine sehr viel hohere und zeitlich
langer anhaltende Sulfadimidinbelastung in der Giille gemessen wurde als zuvor
angenommen. Innerhalb von 51 Tagen nahm die Sulfadimidinkonzentration von

253 mg kg auf 82 mg kg™ ab.

Dieses Ergebnis konnte wenig spéter durch eine andere Untersuchung bestétigt werden: die

achttdgige Medikation eines Schweinebestandes mit einem Kombinationspriaparat aus den
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Sulfonamiden Sulfamethazin und Sulfadiazol sowie dem SulfonamidSynergisten
Trimethoprim flihrte in einer Studie von Langhammer (1989) zu Gesamt-Sulfonamid-
Konzentrationen inklusive konjugierter Metabolite von bis zu 39 mg kg™ in der Giille. Die
Riickstinde bauten sich in fiinf Wochen um 40-60 % ab, Trimethoprim war nicht mehr

nachweisbar.

Kiihne et al. (2000) ermittelten in-vitro Halbwertszeiten fiir Tetrazyklin in Schweinegiille
von neun Tagen bei unbeliifteter bzw. 4,5 Tagen bei beliifteter Giille. Winckler und Grafe
(2000) stellten dagegen unter praxisndheren Bedingungen (300-1-Behélter) fiir Tetrazyklin
eine hohe Lagerstabilitit in Schweinegiille fest. Nach sieben Wochen hatte die
Konzentration im giinstigsten Fall um 50 % abgenommen. Die Autoren leiten daraus eine
gegeniiber Kiihne et al. (2000) deutlich langere Halbwertszeit fiir Tetrazyklin zwischen 46
und 106 Tagen ab. Der Einfluss von Ausgangskonzentration, Umgebungstemperatur und
Lufteintrag durch zeitweiliges Aufrithren wurde hier als gering eingeschitzt. Beim
Mastschwein wurden Konzentrationen von bis zu 800mg kg™ in frischen Exkrementen bei
praxisiiblicher Medikation ermittelt (Grafe 2001). Orientierende Angaben zu den
tatséchlich in der Praxis anzutreffenden Tetrazyklin-Konzentrationen in Giille finden sich
ebenfalls bei Grafe (2001). Im Rahmen einer Screening-Untersuchung von 181
Schweinegiilleproben auf TetrazyklinnHCl/4-Epi-Tetrazyklin enthielten 24 % der Proben
Riickstinde oberhalb der Bestimmungsgrenze von 0,6 mg kg™'. Der mittlere Tetrazyklin-
Gehalt betrug 11,4 mg kg bei einer Schwankungsbreite zwischen 0,6 und 66,0 mg kg™
Leider konnten aufgrund der anonymisierten Probennahme keine Angaben zum Zeitpunkt
eines Medikamenteneinsatzes oder der Lagerungsbedingungen der Schweinegiillen

erhoben werden.

Haller et al. (2002) wiesen mittels LC-MS-MS in sechs Schweinegiilleproben aus
Dunggruben in der Schweiz SulfamethazinKonzentrationen von maximal 11,3 mg kg™
einschlieBlich des Metaboliten N4-Acetyl-Sulfamethazin nach. Die Konzentration des
nicht antimikrobiell wirkenden Metaboliten war 2- bis 50-mal niedriger als die der
Ausgangssubstanz, wie zuvor schon von Berger et al. (1986) beschrieben. Sulfathiazol war
in vier Proben (maximal 12,4 mg kg™') nachweisbar, Trimethoprim lag nur in einer Probe

in sehr niedriger Konzentration vor (< 0,1 mg kg™') (Haller et al. 2002).

Giillen, mit denen niedersidchsische Bodendauerbeobachtungsflachen beaufchlagt wurden,
enthielten ca. 4 mg kg Tetrazyklin sowie 0,1 mg kg Chlortetrazyklin (Hamscher et al.
2002). Campagnolo et al. (2002) konnten mittels LC/ESEMS in Schweinegiilleproben von
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neun Farmen in den USA Chlor-, Oxy- und Tetrazyklin (Bestimmungsgrenze 0,5 pug ™
nachweisen. Ebenso lagen Lincomycin (maximal 240 pg1"), Sulfamethazin (maximal
400 pg1"), Sulfadimethoxin, Trimethoprim und Erythromycin (alle maximal 2,5ug1™")
vor. Auch hier wurden wie bei Grafe (2001) keine Daten zur Verschreibungspraxis der

Betriebe angegeben.

In einer weiteren Studie wurde Escherichia Coli als Biosensor genutzt zum Nachweis von
Chlortetrazyklin  (Bestimmungsgrenze 0,03mgkg”’) in den Ausscheidungen von
Schweinen (Hansen et al. 2002). Zwei Schweine erhielten 800 mg Chlortetrazyklin je kg
Futter iiber drei Tage. An Tag fiinf nach Absetzen des Antibiotikums wurden
Konzentrationen bis zu 112mgkg” in den Faeces gemessen und noch nach 30 Tagen
konnte Chlortetrazyklin im Kot nachgewiesen werden. Weiterhin stellten die Autoren an

Tag fiinf einen raschen Anstieg der Anzahl tetrazyklinresisterter koliformer Keime fest.

Loke et al. (2002) schlieBlich zeigten auf, dass bestimmte Tierarzneimittel stark an Partikel
in der Schweinegiille adsorbieren. Fiir Oxytetrazyklin stellten die Autoren heraus, dass die
Sorption sehr viel hoher ist als der relativ niedrige log K,y Wert der Substanz (siche
Tabelle 2) es vermuten ldsst. Allerdings war die Bindung von Oxytetrazyklin an
Bodenpartikel noch stirker als an Giillepartikel, was durch Mineral- und Metallkomplexe

erklart wurde, die sich im Boden, nicht aber in der Giille befanden.

Neueste Untersuchungen von Hamscher et al. (2003) ergaben nun neben der Belastungvon
Giille bzw. Festmist auch eine Kontamination des Stallstaubes mit diversen Antibiotika.
Sie untersuchten {iber mehrere Jahre die Staube aus einem Schweinestall und fanden in 18
von 20 Proben bis zu flinf verschiedene Antibiotika, darunter Tylosin, Chlor, Oxy- und
Tetrazyklin, Sulfamethazin und Chloramphenicol in GesamtKonzentrationen von 0,2 bis
12,5mgkg’ Staub. Die Autoren befiirchten dadurch gesundheitliche Risiken fiir die
Landwirte.

Durch sensitivere Nachweisverfahren, die auch sehr geringe Konzentrationen (Mikro- bzw.
Nanogrammbereich) detektieren, konnen verschiedene Tierarzneimittel mittlerweile auch
im Medium Wasser nachgewiesen werden. Der Eintragspfad ist hier weitestgehend iiber
die Giilleausbringung auf landwirtschaftliche Fliachen zu sehen. Dariliber hinaus konnen
Industrieabwésser der Arzneimittelproduzenten zu einem Eintrag von Pharmaka in
FlieBgewésser fithren, wobei es sich in diesem Fall nicht um Arzneimittel aus der

veterindrmedizinischen Anwendung handelt. Wohl aber konnen Substanzen nachgewiesen
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werden, die sowohl in der Human- als auch in der Veterinirmedizin angewendet werden

(Heberer und Stan 1998; Daughton und Ternes 1999).

Bei einer landesweiten Untersuchung von 139 Oberfldchengewédssern in den USA wurden
neben zahlreichen anderen Pharmazeutika wie z.B. Antiasthmatika (Albuterol) und
Antidepressiva (Fluoxetin) aus der Humanmedizin auch diverse Veterindr und
Humanantibiotika in 27 % der beprobten Fliisse in Konzentrationen von bis zu 0,69 pug 1!
fir Chlortetrazyklin bzw. 0,11 pg 1" fiir Tetrazyklin nachgewiesen (Kolpin et al. 2002).
Sulfonamide konnten bis zu 1,9 pg 1" (Sulfamethoxazol) bzw. 0,22 pg "' (Sulfamethazin)

gefunden werden.

Ebenfalls in Flusswasser, allerdings in England, wurden Makrolide, Sulfonamide und
Tetrazykline in Konzentrationen bis zu 1 ug "' detektiert (Watts et al. 1982). Die mdgliche
Grund- und Oberflichenwasserbelastung durch Antibiotika wurde von Thiele-Bruhn
(2003) dagegen aufgrund der Bodenpassage der Substanzen eher als gering eingeschatzt.
Der Eintrag der Substanzen erfolgt in der Regel nicht direkt sondern iiber
Wirtschaftsdiinger und damit iiber den Boden und ist daher eng gekoppelt an die mit der
Bodenpassage verbundenen Sorptionsmechanismen. Aus diesem Grund wird im folgenden
Kapitel nochmals erginzend auf das Auftreten von Tierarzneimitteln im Medium Wasser

eingegangen.

2.4 Vorkommen und Mobilitit von Tierarzneimitteln in Boden

Im Boden mobile Tierarzneimittel konnen z.B. iiber das Sickerwasser ins Grundwasser
gelangen. Es mull daher im Hinblick auf eine Okotoxikologische Bewertung gepriift
werden, in welcher Menge diese Stoffe im Boden vorhanden sind sowie ob und wie mobil
sie sind. Entscheidend bei der Mobilitit der Tierarzneimittel im Boden sind die
Sorptionsneigung eines Wirkstoffes bzw. die Mechanismen, die bei der Sorption von
Antibiotika an Bodenbestandteile beteiligt sind. Stark sorbierende Substanzen kénnen in
der Umwelt, hier speziell im Boden, akkumulieren (Tolls 2001; Hoper et al. 2002), wobei
in diesem Fall die Verfiigbarkeit der Substanzen fiir die im Boden lebenden Organismen

von grof3er Bedeutung ist.

In Versuchen von Samuelsen et al. (1994), die Riickstinde von Oxytetrazyklin iiber sechs
Monate in kiinstlich angelegten Fischfarm-Sedimenten auf Stabilitdt (durch HPLC-
Nachweis) und mittels Bacillus cereus auf antibakterielle Aktivitdt testeten, war die

Anfangskonzentration von 50pgg’ im Sediment auch nach sechs Monaten noch
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nachweisbar. Eine antibakterielle Wirkung von Oxytetrazyklin bestand dagegen schon
nach einem Monat nicht mehr. Erklart wird dies durch die Adsorption an Tonpartikel
(Sithole und Guy 1987) und durch Anlagerung von Kalzium- und Magnesiumionen.
Oxytetrazyklin war demnach gegeniiber den Bakterien nicht mehr bioverfiigbar, aber

dennoch nicht abgebaut.

Neuere Ubersichtsartikel stellen die verschiedenen  bisher  bekannten
Adsorptionskoeffizienten ausgewihlter Tierarzneimittel zusammen (Tabelle 3). Einige
Substanzen sind sehr gut wasserldslich oder ungeladen, andere Verbindungen sind dagegen
hydrophob oder ionisieren bei fiir Boden typischen pH-Werten. Aus diesen Griinden
variieren die Kennwerte der Adsorption (K4q) von Antibiotika in Béden erheblich. Neben
einem hydrophoben Verteilungsverhalten und pH-Abhingigkeit werden daher
Ionenbindungen, Wasserstoftbriickenbindungen und Komplexierungen an

Partikeloberflachen als Adsorptionsmechanismen vermutet (Tolls 2001).

Tabelle 3:  Adsorptionskoeffizienten an die Bodenmatrix (Ky), an die organische
Substanz im Boden (K,) sowie an die Tonfraktion im Boden (Kton)
ausgewahlter pharmazeutischer Antibiotika in Boden und Wirtschaftsdiingern
(Koc-Werte sind normiert auf den organischen Kohlenstoffgehalt) (Tolls 2001;
Thiele-Bruhn 2003b)

Antibiotikum/ Probesubstanz K, K, Kron?

Klasse (kgh (kg™ (1kgh

Tetrazykline Oberboden 417-1.030 27.800-93.300  10.200-93.300
Klarschlamm/Giille  78-3.020  190-8.160

Sulfonamide Oberboden 0,9-3,5 50-320 4-58
Giille 17-169 40-400

Makrolide Oberboden 8,3-128 550-8.000 210-2.100
Tonminerale 0,7-3,9
Giille 46-240 110

Fluorchinolone Oberboden 260-5.610 16.500-768.700 140-2.500
Klarschlamm 420 1130

“berechnet nach Angaben bzw. Schitzwerten des Tongehaltes der Boden nach K., = K/ Ton (%) x 100

Antibiotika werden nach Sithole und Guy (1987) in Bdden vor allem an organischen
Bodenbestandteilen festgelegt. Rabelle und Spliid (2000) untersuchten das
Sorptionsverhalten von Oxytetrazyklin und Tylosin in verschiedenen Bodentypen (Sand,

sandiger Lehm, lehmiger Sand). Oxytetrazyklin zeigte eine starke Saption an
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Bodenpartikel, wobei jedoch die jeweiligen Bodentypen keinen Unterschied machten.
Tylosin sorbierte mit steigendem Tonanteil im Boden signifikant stirker an die
Bodenfraktion. 60 bis 80 % des Tylosins wurden in sandigem Lehm in 5cm Tiefe

verlagert, in Sandboden dagegen bis in 25 cm Tiefe.

In einer weiteren Studie wurde das Sorptionsverhalten von Sulfachlorpyridazin in einem
Ton- und einem Sandboden untersucht (Boxall et al. 2002). Die Autoren zeigten, dass das
Sulfonamid nach Aufbringung auf Tonboden eine geringe Sorptionsneigung aufwies, da es
durch Drainagewasser schnell in Oberflaichengewaisser transportiert wurde (Konzentration:
590 ug1"). Auf sandigem Boden konnten im Sickerwasser nur Konzentrationen im
Bereich der Nachweisgrenze von 250ng 1" gefunden werden, was durch die Autoren als

schneller Abbau von Sulfonamiden interpretiert wurde.

Neben den erwidhnten Sorptionseigenschaften der Antibiotika ist flir die Risikoabschédtzung
von grofer Bedeutung, in welchen Mengen die Substanzen in Boden und Wasser (Sicker,
Drainage-, Oberflachen-, Grundwasser) vorliegen. Expositionsabschdtzungen erbrachten
fiir Tetrazyklin Bodenkonzentrationen von 0,4 bis 0,9 mg kg™ (Winckler und Grafe 2000),
fir Makrolid-Antibiotika von 13 bis 67 pgkg' und fiir Fluorchinolone von 6 bis
52 pg kg (Schiiller 1998). Studien, in denen tatsichlich gemessene Werte wiedergegeben

werden, existieren zurzeit nur wenige.

Uber einen Beobachtungszeitraum von zwei Jahren wurden in Oberboden (0 bis 30 cm
Tiefe) in konventionell bewirtschafteten und mit Schweinegiille gediingten Boden
Konzentrationen von 5 bis 17 pgkg' Chlortetrazyklin sowie <50 bis 158 pgkg”
Tetrazyklin festgestellt, in einer Einzelprobe (Giillekruste) sogar 1435 pg kg Tetrazyklin
(Hamscher et al. 2002) sowie 11 pg kg™ Sulfamethazin (H6per et al. 2002). Die genannten
Autoren konnten nachweisen, dass die jahrliche Wirkstoffzufuhr an Tetrazyklinen deren
Abbaurate iibersteigt, was eine Akkumulation von Tetrazyklin im Boden zur Folge hat.
Eine Verlagerung in den Unterboden konnte nicht nachgewiesen werden. In Bdden
milchviehhaltender Betriebe, die Klarschlamm erhalten hatten, konnten dagegen keine

Tierarzneimittel festgestellt werden (Hoper et al. 2002).

In der gleichen Studie wurden Wasserproben analysiert: aich in mittels Saugsonden aus 80
und 120 cm Tiefe gewonnenem Bodenwasser sowie in oberflichennahem Grundwasser
(200 cm) war keiner der untersuchten Wirkstoffe nachzuweisen. In Kldranlagenablaufen,
Drainagegrdben und Oberflichengewdssern dagegen waren es Hirsch et al. (1998)

moglich, von 18 untersuchten antibiotischen = Wirkstoffen = (human- und
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veterindrmedizinisch eingesetzte Substanzen) fiinf in Konzentrationen von weniger als
1 pgkg" nachzuweisen, darunter das Sulfonamid Sulfamethoxazol sowie Trimethoprim.
Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten Hartig et al. (1999) bei der Untersuchung mittels LC-
MS-MS von fiinf Oberflaichengewidsserproben auf 13 Sulfonamide (u.a Sulfamethizol,
Sulfadiazin, Sulfamethoxazol). Sie wiesen in vier Proben Sulfamethoxazol in
Konzentrationen von 30 bis 85ngl' nach. In drei Proben von Berliner
Kliranlagenabfliissen ergab die Analyse Gehalte zwischen 5 und 240ng 1" fiir die oben

genannten Substanzen.

Nicht nur in Oberflaichengewidssern und Kliranlagen, sondern auch im Grundwasser sind
Sulfonamide nachweisbar, was im Gegensatz zu den Ergebnissen von Hoper et al. (2002)
steht: bei Lindsey et al. (2001) enthielt eine von sechs Grundwasserproben das Sulfonamid
Sulfamethoxazol. ~ Ebenso lagen sogar Tetrazykline in neun von 138
Oberflichengewisserproben vor; die Konzentrationen betrugen 0,07 bis 1,34 ugl’
Oxytetrazyklin, 0,11 pg 1" Tetrazyklin bzw. 0,15 ugl" Chlortetrazyklin. Die Autoren
vermuteten aber, dass trotz des positiven Grundwasserbefundes fiir Tetrazyklin ein run-off
der Substanzen in die Oberflichengewésser wahrscheinlicher ist als ein Eintrag ins
Grundwasser durch Auswaschung der Boden. Zhu et al. (2001) bestétigten durch ihre
Ergebnisse diese Vermutung: in Grundwasserproben von elf Orten in Nebraska im
Abflussbereich von Gille-Lagunen konnten keine Tetrazykline oberhalb der

Nachweisgrenze von 0,21 bis 0,28 pg 1" nachgewiesen werden.

Im Widerspruch zu der run-off-These von Zhu et al. (2001) und Lindsey et al. (2001) steht
die Arbeit von Campagnolo et al. (2002), in der besonders hohe Antibiotikamengen in
Boden und auch in Grundwasser in der Ndhe von so genannten Giillelagunen festgestellt
werden konnten. Hier enthielten 31% der Wasserproben, die in der Nihe von
Schweinestéllen gezogen wurden, und 67% der aus der ndheren Umgebung von
Hiihnerstidllen stammenden Wasserproben antibiotische Wirkstoffe. Diese Ergebnisse
deuten entgegen der Vermutung von Lindsey et al. (2001) doch auf einen Eintrag der
Antibiotika durch Auswaschung hin, allerdings muB3 bei der Bewertung der Ergebnisse die

unmittelbare Ndhe zu den Eintragsquellen beachtet werden

Keine der bisher vorliegenden Untersuchungen kann allerdings mit Sicherheit
ausschlieBen, dass Tierarzneimittel und hier im Besonderen die Antibiotika nicht im Boden

verlagert werden und daher nicht ins Grundwasser gelangen.
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Den Einfluss von liber Wirtschaftsdiinger in den Boden eingebrachten Antibiotika auf die
Bodenfauna untersuchten Baguer et al. (2000). Sie tiberpriiften den Effekt von Tylosin und
Oxytetrazyklin auf Springschwénze, Regenwiirmer und Enchytraeen. Erst ab einer
Konzentration von 3000 mg kg™ trat iiberhaupt ein messbarer Effekt auf. In vielen Fillen
war bis zur hochsten Testkonzentration von 5000 mgkg' kein Effekt auf die
Bodenorganismen zu sehen. Ein Effekt durch Antibiotika auf Bodenorganismen in

praxisiiblichen Konzentrationen ist daher sehr unwahrscheinlich.

Im Zusammenhang mit den oben genannten Untersuchungen zum Vorkommen von
Antibiotika im Boden beschiftigen sich neuere Studien verstirkt mit der mdgdichen
Resistenzausbildung bei Bodenbakterien (wie z.B. Pseudomonas spp., Bacillus cereus)
gegeniiber den Antibiotika. Eine ausfiihrliche Darstellung wiirde den Rahmen der
vorliegenden Arbeit sprengen. Beispielhaft soll die folgende erwdhnt werden: Sengelov et
al. (2003) untersuchten Boden, die mit tetrazyklinbelasteter Schweinegiille (Tetrazyklin-
Konzentrationen der Giille variierten von 42 bis 698 pg ") versetzt worden waren, auf das
Vorkommen tetrazyklinresistenter Bakterien. Die mit der Giille beaufschlagten Boden
enthielten schlieBlich Tetrazyklin in geschétzten Konzentrationen von 0,6, 1,3 und
14,5 ngkg'. Der Boden mit der hochsten TC-Konzentration erbrachte jeweils ein
verstirktes Auftreten der resistenten Bakterien. Nach ca. fiinf Monaten nahm die
Tetrazyklinresistenz in allen Boden deutlich ab und entsprach dann mengenmifig den

Kontrollboden.

2.5 Vorkommen von Antibiotika in Pflanzen

SchlieBlich ist ein weiterer wichtiger Aspekt zu beachten: wenn Tierarzneimittel im Boden
vorkommen, dort durch unterschiedliche Mechanismen festgelegt oder aber auch ins
Wasser verlagert werden konnen, wie wahrscheinlich ist die Authahme derselben durch

Pflanzen.

McCoy (1976) fiihrte schon friih Untersuchungen durch, um diese Frage zu klaren. Er
testete die Aufnahme von Oxytetrazyklin durch Kokospalmen und konnte nur bei direkter
Injektion von in Wasser gelostem Oxytetrazyklin in den Stamm Spuren des Antibiotikums
in Wurzeln, Stamm und Friichten feststellen. Eine Gabe des Antibiotikums in Form von
Vernebelung oder Bewisserung ergab keine Aufnahme in die Pflanze. Ebenso konnte
McCoy auch keinerlei Aufnahme bei Pintobohnen feststellen, was durch Batchelder (1981)
bestitigt wurde. In weiteren Versuchen wies Batchelder (1982) eine Ertragszunahme bei

Radieschen, Weizen und Mais durch Zugabe von 160mgkg’' Tetrazyklin nach.
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Demgegeniiber war das Wachstum von Pintobohnen signifikant reduziert, allerdings nur in
einem sandigen, nicht aber in einem tonigen Lehm. Da Autor erklirte diesen Effekt mit
einer Hemmung der Rhizobien bzw. der Wurzelnodulation und vermutete, dass auch

andere Leguminosen moglicherweise sensitiv reagieren

Migliore et al. (1995) testeten den Effekt von 300 mg I Sulfadimethoxin (verabreicht iiber
eine Néhrlosung) u.a. auf Mais und ermittelten eine Verminderung im Wurzel-, Blatt- und
Stengelwachstum gegeniiber den Kontrollpflanzen ohne Antibiotikum.Die Autoren fiihren

dies auf die Bioakkumulation des Wirkstoffes in der Pflanze zuriick.

Jjemba (2002) kritisiert die teilweise iiberhohten und damit nicht praxisrelevanten
Konzentrationen, mit denen in den wenigen zu dem Thema vorliegenden Versuchen
getestet wurde. Insgesamt ist bis heute nicht abschlieBend geklart, ob eine Gefahrvon {iber

Pflanzen aufgenommener Antibiotika ausgeht.
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3 Material und Methoden

3.1 Entwicklung von Nachweismethoden

Grundlage fiir die experimentellen Untersuchungen bildete die Methodenentwicklung zum
Nachweis von Tetrazyklinen und Sulfonamiden in den zu untersuchenden Matrizes
Masthihnchenfestmist, Sickerwasser und Schweinegiille. Da die Ausscheidungen
normalerweise als Giille (ein Kot-Harn-Gemisch) oder vermischt mit Einstreu als Festmist
vorliegen, war eine differenzierte Betrachtung der Ausscheidungen iiber Kot oder iiber
Harn im vorliegenden Fall nicht notwendig. Als geeignetes Nachweisverfahren hat sich
hier die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC), gekoppelt mit einer UV-Detektion,
erwiesen. Die Methode hat ihren Ursprung in der Lebensmittelanalytik (BGVV 1995
Staatliches Lebensmitteluntersuchungsamt Oldenburg 1999). Mittlerweile ist die Analytik
um die Kopplung der HPLC mit dem Massenspektrometer (MS) erweitert worden, wie
verschiedene Studien zeigen (Hartig et al. 1999; Hamscher et al. 2000; Lindsey et al. 2001;
Haller et al. 2002).

Erste Arbeiten von Grafe (2001) zum Nachweis von Tetrazyklin in Schweinegiilledienten
als Grundlage der im Folgenden beschriebenen Nachweismethoden. Anderungen betrafen
vornehmlich die Probenaufbereitung, die von Matrix zu Matrix unterschiedlich ist. Die
Zusammensetzung und Konfiguration der HPLC-Apparatur konnte, soweit nicht in den
folgenden Kapiteln extra erwahnt, fiir alle Nachweismethoden angewendet werden und ist
daher exemplarisch an dieser Stelle aufgelistet. Alle eingesetzten FlieBmittel hatten HPLC-
Qualitit (gradient grade = gr. gr.).

HPLC-Konfiguration:

Merck-Hitachi HPLC-System: Pumpe L-7100
Autosampler L-7200
Solvent-Degasser L.-7612
Interface D-7000
Saulenofen L-7360 (25 °C)
Sédule: Lichrospher 60 Select B 250-4 RP-18 (5 um)
Vorséule: Lichrospher 100 RP-18 (5 um)
Flow: 0,8 ml/min
Injektionsmenge: 20 ul
UV-VIS-Detektor L-4250
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PC-Software D-7000 HPLC System Manager

Mobile Phase:
Solvent A: 20 % Oxalsdure 0,01 M : 80 % Acetonitril
Solvent B: Acetonitril gr. gr.

Die Messwellenldnge des Detektors betrug bei Tetrazyklinen 350nm und bei
Sulfonamiden 285 nm. Beide Einstellungen stellen einen Kompromiss dar, da jede
Substanz eigene Optima in der Wellenldange zeigt. Um aber in jeweils einer Messung alle
Tetrazykline bzw. alle Sulfonamide analysieren zu konnen, fiel die Entscheidung

zugunsten dieser beiden Wellenlédngen.

3.1.1 Tetrazyklin-HCI in Masthihnchenfestmist

Frischer, unbearbeiteter Masthdhnchenfestmist besteht zu verdanderlichen Gewichtsanteilen
aus Kot und Stroh und weist damit neben einer stakk inhomogenen Struktur eine hohe
Variabilitdt in Nahrstoff- und Trockensubstanzgehalt auf. Eine Vielzahl von organischen
Substanzen und unterschiedliche Gehalte an zwet und dreiwertigen Kationen (Kalzium,
Magnesium, Eisen etc.) erschweren den Nachweis der Tetrazykline, da diese wie schon in
Kapitel 2.2 erwdhnt zum Teil irreversible Chelatkomplexe mit diesen Stoffen eingehen.
Dariiber hinaus erfolgt durch die Zugabe von Stroh als Einstrasr eine Verdiinnung der
Substanz, obwohl Tetrazyklin aufgrund der gebildeten Chelate mit den in den Faeces
enthaltenen Kationen weiterhin eine stirkere Bindung zu den Kotbestandteilen als zur

Kohlenstofffraktion aufweist.

Da Tetrazykline bei hohen Temperaturen instabil sind (Kiihne et al. 2001), war eine
gewoOhnliche Trocknung des Probenmaterials bei 105 °C nicht mdglich. Es wurde daher
eine Gefriertrocknung durchgefiihrt und der Mist im Anschluss fein vermahlen (Brabender,
1,5 mm). Durch diese Vorgehensweise konnte ein homogenes Substrat unter
groBBtmoglicher Schonung des Wirkstoffes Tetrazyklin erzielt werden. Die Nachweisgrenze

betrigt 1 mg kg im Ausgangsmaterial.

Verwendete Chemikalien:
Zitronensaure-Zitrat-Puffer (pH 4,8), 1 M
Tetrazyklin-HCI (Sigma, Art. Nr. T-3383)
4-Epi-Tetrazyklin-HCI (Acros Organics, Art. Nr. 23312)



MATERIAL UND METHODEN 23

Probenaufbereitung:

Die frischen Masthédhnchenfestmistproben wurden {iber einen Zeitraum von 24 Stunden bei
einer maximalen Stellflichentemperatur von 20°C im Gefriertrockner (Martin Christ
LMC-1, Gamma 1-20) getrocknet und anschlieBend fein gemahlen. 2 g des auf diese
Weise homogenisierten Materials wurden mit Zitratpuffer (pH 4,8) versetzt (1:20 m/m).
Nach Extraktion im Horizontalschiittler (Gerhardt; Programm 100) iiber 30min wurde das
Material in der Zentrifuge (Minifuge T; Heraeus Sepatech) bei 6198 g (10 min) in Fest-
und Flissigphase getrennt. Die Fliissigphase wurde filtriert (Faltenfilter; Schleicher &
Schiil, @ 150 mm, 595'%). Das Filtrat wurde unter Nutzung von Microspin-
Zentrifugenfiltern (Roth, Volumen < 2ml) bei 2754 g fiir 20 min zentrifugiert. Die so
erhaltene klare Losung konnte nach der Uberfiihrung in Autosamplerflischchen direkt der

HPLC-Messung zugefiihrt werden.

Analyse:

Die Gradienteneinstellung, die bei einer Laufzeit von 15 min vorgenommen wurde, ist in

der nachfolgenden Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4:  Gradientenprogramm filir den Tetrazyklinnachweis in Masthdhnchenfestmist

Laufzeit Solvent A: 20 % Oxalsiure 0,01 M Solvent B:
+ 80 % Acetonitril Acetonitril

(min) (%) (%)

0,0 100,0 0,0

2,5 95,0 5,0

10,0 65,0 35,0

13,5-15,0 100,0 0,0

Zur Kalibrierung wurden je Messtermin externe Standards fiir Tetrazyklin und 4-Epi-
Tetrazyklin in Konzentrationen von 1 bis 100 mg kg in wissriger Losung hergestellt. Je
Messtermin wurde mindestens eine Leerprobe (Masthdhnchenfestmist ohne Tetrazyklin, in
diesem Versuch dienten die Kontrollen diesem Zweck) mitgemessen, um mdgliche

Verunreinigungen der Probe und Stérungen im System erkennen zu kdnnen.

Wiederfindung:
Um die Wiederfindungsrate fiir die Nachweismethode zu ermitteln, wurde tetrazyklinfreier

Festmist in frischem Zustand mit Tetrazyklin in Konzentrationen von 5 bis 10 mg kg™
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dotiert. Im Anschluss wurden die dotierten Proben analog oben beschriebener Methode
analysiert. Die mittlere Wiederfindungsrate betrug 94,9 % (Tabelle 5). Um diesen Wert

wurden die spateren Messergebnisse korrigiert.

Tabelle 5:  Wiederfindungsrate (%) von Tetrazyklin (TC) einschlieBlich 4-Epi-
Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist (Frischmist)

Hihnchenfestmistprobe Wiederfindungsrate (%) bei zwei TC-Konzentration
S mg kg" 10 mg kg'1
1 87,1 72,5
2 83,9 87,9
3 110,1 105,6
4 108,9 103,1
Mittelwert 97,5 92,3
Standardabweichung 12,1 13,3

3.1.2 Ausgewihlte Tetrazykline und Sulfonamide in Schweinegiille

Die Methode von Grafe (2001) wurde um den Nachweis von Oxytetrazyklin,
Chlortetrazyklin, Sulfadiazin und Sulfamethazin erweitert. Mit Ausnahme von Sulfadiazin
konnen alle Hauptmetaboliten (Epimer-Formen der Tetrazykline, N4-Acetyl-
Sulfamethazin) mitbestimmt werden. Der Hauptmetabolit des Sulfadiazins (N4-Acetyl-
Sulfadiazin) ist nicht im Handel erhiltlich, so dass nur ein qualitativer Nachweis erfolgen

konnte.

Wie Masthédhnchenfestmist weist auch Giille eine hohe Variabilitét in Trockensubstanz
und Néhrstoffgehalten auf und bildet aufgrund einer Vielzahl organischer Bestandteile im
Gegensatz zu rein wissrigen Losungen eine komplizierte Matrix. Eine sorgfaltige
Homogenisierung schon bei der Probennahme, aber auch in allen weiteren
Aufbereitungsschritten, ist von grofer Bedeutung. Dies wird aus den Ergebnissen einer
Voruntersuchung deutlich, bei der sowohl die Mischphase (@ TS-Gehalt 5,5 %) als auch
Fliissig- und Festphase (@ TS-Gehalt 1,9 bzw. 17,8 %) nach Zentrifugation bei 6198 g
analysiert wurden (Abbildung 4). Die Mischphase enthielt die Antibiotika in folgenden,
zuvor mit unten aufgefithrter Methode gemessenen Konzentrationen: Tetrazyklin
8,6 mgkg'; Chlortetrazyklin 63,0 mgkg'; Sulfadiazin 58,0 mgkg"'; Sulfamethazin
14,4 mg kg'l.
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Abbildung 4:  Verteilung ausgewéhlter Antibiotika (Tetrazyklin (TC), Chlortetrazyklin
(CTC), Sulfadiazin (SD), Sulfamethazin (SM)) in der Fest-, Misch- und
Fliissigphase einer Schweinegiille (mit Standardabweichung 1, Mittelwert
aus vier Wiederholungen)

Bei Tetrazyklin und Chlortetrazyklin befindet sich nach dem Zentrifugieren deutlich mehr
Wirkstoff in der festen Phase, bei den Sulfonamiden ist dieser Effekt nicht ausgeprigt.
Nicht nur den Homogenisierungsschritten in der Probenaufbereitung, sondern auch dem
Aufrithren der Giille im Giillebehilter bei der Probenentnahme ist aufgrund dieser
Besonderheit groffite Beachtung zu geben. Die Bestimmungsgrenze der unten
beschriebenen Methode betrdgt fiir Tetrazyklin, Chlortetrazyklin, Sulfadiazin und
Sulfamethazin 0,8 mg kg, fiir Oxytetrazyklin 1,0 mg kg

Verwendete Chemikalien:
Zitronensdure-Zitrat-Puffer (pH 4,8), | M
Tetrazyklin-HCI (Sigma, Art. Nr. T-3383)
4-Epi-Tetrazyklin-HCI (Acros Organics, Art. Nr. 23312)
Chlortetrazyklin-HCI (Sigma, Art. C-4881)
Epi-Chlortetrazyklin-HCI (Acros Organics Lot AO 14963301)
Oxytetrazyklin-HCI (ICN Biomedicals Inc Lot-Nr. 5883C)
Epi-Oxytetrazyklin (Acros Organics Lot AO 14381601)
Sulfadiazin Natrium-Salz (Sigma, Art. Nr. S-3549)
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Sulfamethazin Natrium-Salz (Sigma, Art. Nr. S-5637)
N4-Acetyl-Sulfamethazin (ICN Biomedicals Inc Lot-Nr. 105032)

Probenaufbereitung:

Die bei -18°C gelagerte Giille wurde im Kiihlschrank (4°C) aufgetaut. Nach
Homogenisierung der Giille mit dem Ultra-Turrax (T 25 mit Dispergierstab S 25 N-25 F,
IKA Labortechnik, 20.000 Umin™ fiir I min) wurden 2 g der Giille mit 38 ml Zitratpuffer
(pH 4,8) versetzt (1:20). Das Gemisch wurde zentrifugiert (Minifuge T; Heraeus Sepatech,
10 min bei 6198 g) und der Uberstand filtriert (Schleicher & Schiill, @ 150 mm, 595%).
Nach einer weiteren Zentrifugation (2754 g, 20 min) mittels Microspin-Zentrifugenfiltern
(Roth, Volumen < 2 ml) konnte die so gewonnene klare Losung direkt der HPLC zugefiihrt

werden.

Analyse:
Die in Tabelle 6 aufgefiihrte Gradienteneinstellung ist bei einer Laufzeit von 15min zu
beachten. Zur Kalibrierung wurden je Messtermin externe Standards in Konzentrationen

von 0,1 bis 10 mg kg™ fiir alle Komponenten in wissriger Losung hergestellt.

Tabelle 6:  Gradientenprogramm flir den Tetrazyklin- und Sulfonamidnachweis in

Schweinegiille

Laufzeit Solvent A: 20 % Oxalsiure 0,01 M Solvent B:
+ 80 % Acetonitril Acetonitril

(min) (%) (%)

0,0 100,0 0,0

7,0 63,0 37,0

12,0 63,0 37,0

13,0-15,0 100,0 0,0

Wiederfindung:

Die Wiederfindungsraten fiir die einzelnen Antibiotika wurden mit dotierter Schweinegiille
in verschiedenen Konzentrationsstufen ermittelt. Zu diesem Zweck wurden filinf
unterschiedliche Schweinegiillen mit den fiinf ausgewahlten Antibiotika Chlortetrazyklin,
Oxytetrazyklin und Tetrazyklin, Sulfadiazin und Sulfamethazin in vier verschiedenen
Konzentrationen (0,8/ 1,0/ 2,0 und 8,0 mg kg™") dotiert (Wirkstoffe gelost in destilliertem
Wasser, Vermischung iiber Horizontalschiittler Gerhardt, Programm 100), anschlie8end

homogenisiert und aufbereitet. Die aufbereitete Injektionslosung wurde in finf Aliquote
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geteilt. Die Analyse der Proben erfolgte an fiinf nicht unmittelbar aufeinander folgenden
Tagen (Tag 0, 2, 23, 29, 30). Zwischen den Messungen wurden die Proben dunkel und
kiihl (4 °C) gelagert, um einen moglichen Ab- bzw. Umbau der Wirkstoffe zu vermeiden.

Der statistischen Auswertung mittels Varianzanalyse (GLM) lagen folgende Modelle

zugrunde:

1) innerhalb der einzelnen Konzentrationsstufen (Modell 1):

y=ptgitttactgajtiate

wobei

y = der beobachtete Priifgliedmittelwert

v = der allgemeine Mittelwert

gi = der Effekt der i-ten Giille (Gtille 1-5)

t = der Effekt des j-ten Tages (Tag 0, 2, 23, 29, 30)

ag = der Effekt des k-ten Antibiotikums (TC, OTC, CTC, SD, SM)

gaic = der Effekt der Wechselwirkung der i-ten Giille mit dem k-ten Antibiotikum
tay = der Effekt der Wechselwirkung des j-ten Tages mit dem k-ten Antibiotikum
e = Restfehler

ist.

2) innerhalb der Wirkstoffe (Modell 2):

y:M+gi+tj+kk+tkjk+gkik+e

wobei

y = der beobachtete Priifgliedmittelwert

v = der allgemeine Mittelwert

Jos = der Effekt der i-ten Giille (Giille 1-5)

t; = der Effekt des j-ten Tages (Tag 0, 2, 23, 29, 30)

ki = der Effekt der k-ten Konzentrationsstufe (0,8/ 1,0/ 2,0/ 8,0 mg kg")

tkjc = der Effekt der Wechselwirkung des j-ten Tages mit der k-ten Konzentrationsstufe

gkix = der Effekt der Wechselwirkung der i-ten Giille mit der k-ten Konzentrationsstufe
e = Restfehler

ist.

Auf die jeweiligen Konzentrationsstufen bezogen ergab das Modell 1, dass lediglich bei
einer Konzentration von 0,8 mg kg™ ein signifikanter Einfluss der verwendeten Giillen
bestand (p < 0,05). Der Einfluss des Messtags war mit Ausnahme der Konzentrationsstufe

1,0 mg kg™ signifikant.
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Ein Abbau der Antibiotika als Erkldrung fiir den mdglichen Einfluss des Messtages iiber
die fiinf Analysetage ist anhand der Ergebnisse nicht erkennbar. Tabelle 7 und Tabelle 8
zeigen die p-Werte des jeweiligen Signifikanzniveaus und r* fiir Modell 1 und 2.
Entsprechend der Signifikanzniveaus von p< 0,05, p < 0,01 und p < 0,001 wurden ein bis

drei Sternchen vergeben.

Tabelle 7:  Ergebnisse der Varianzanalyse mit den Signifikanzniveaus und
Freiheitsgraden (df) innerhalb der Konzentrationsstufen (Konz I - IV) der
untersuchten Antibiotika in Schweinegiille (Modell 1)

Parameter Freiheitsgrade Wirkstoffkonzentration (mg kg")

df Konz I Konz 11 Konz II1 Konz IV

0,8 1,0 2,0 8,0

Giille (G) 4 * 0,860 0,159 0,955
Tag (d) 4 o 0,190 * o
Antibiotika 3'/4 ok ok ook ok
(A)
GxA 1216 0,406 0,075 ok 0,593
dx A 12'/16 ok * ok *
Fehler 61'//79*/80
Gesamt 97'/124%/125
p<0,05=*p<0,01 =** p<0,001 = ***
Konz 1 2= 0,763 (korrigiertes r> = 0,627)
Konz 11 > = 0,847 (korrigiertes r> = 0,762)
Konz 111 > = 0,964 (korrigiertes r> = 0,944)
Konz IV 2= 0,971 (korrigiertes r* = 0,955)

"= nur bei Konz [
2= nur bei Konz 11

Bei getrennter Betrachtung der einzelnen Wirkstoffe (Modell 2) ergab sich ein
signifikanter Einfluss des Messtags fiir Tetrazyklin (p< 0,001), Sulfadiazin (p < 0,05) und
Sulfamethazin (p < 0,01). Die verwendete Giille beeinflusste das Messergebnis lediglich
im Fall von Sulfadiazin (p < 0,001).

Insgesamt wird aus dieser Analyse deutlich, dass die Messwerte keinen gerichteten Effekt
in Bezug auf Messtageseinfluss oder Giille aufweisen, die einzelnen Antibiotika jedoch

unterschiedlich in der Analytik reagieren.
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Tabelle 8:  Ergebnisse der Varianzanalyse mit den Signifikanzniveaus und
Freiheitsgraden (df) innerhalb der untersuchten Antibiotika Tetrazyklin (TC),
Oxytetrazyklin (OTC), Chlortetrazyklin (CTC), Sulfadiazin (SD)und
Sulfamethazin (SM) in Schweinegiille (G = Giille, d= Tag, K =
Konzentration) (Modell 2)

Parameter Freiheitsgrade Antibiotika

df TC OTC CTC SD SM
G 4 0,192 0,068 0,282 ook 0,271
d 4 ok 0,163 0,058 * ok
K 3/2! ok ok ok ok ok ok Hokk ok ok
dx K 12/8! * 0,101 0,306 0,291 0,273
GxK 12/8! 0,254 0,051 0,211 0,195 0,272
Fehler 64/48'/61%/63>
Gesamt 100/75'/97°/99°
p<0,05="*p<0,01="%*%p<0,00] = ***
TC > = 0,669 (korrigiertes r> = 0,489)
OTC 2= 0,780 (korrigiertes r* = 0,661)
CTC 2= 0,760 (korrigiertes r* = 0,629)
SD 2= 0,761 (korrigiertes 1> = 0,624)
SM 2= 0,584 (korrigiertes r* = 0,352)
"= nur fiir OTC
% = nur fiir SD
* = nur fiir SM

Durch den  Vergleich der Mittelwerte der signifikant unterschiedlichen
Konzentrationsstufen (Tukey-HSD; p <0,005) ergaben sich gestaffelte
Wiederfindungsraten in Abhéngigkeit von der Konzentration (Tabelle 9). Die

Messergebnisse in Kapitel 4.2 wurden um diese Wiederfindungsraten korrigiert.

Tabelle 9:  Wiederfindungsraten (%) fiir ausgewihlte Antibiotikasubstanzen in

Schweinegiille

Substanz Wiederfindungsrate (%) bei vier Konzentrationen
0.8 mg kg'l 1.0 mg kg'l 2.0 mg kg'l 8.0 mg kg'l

Tetrazyklin 110,7 100,7
Oxytetrazyklin - 71,2 61,4
Chlortetrazyklin 128,2 102,0
Sulfadiazin 114,6 103,6
Sulfamethazin 101,0 93,6
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3.1.3 Tetrazyklin und Sulfadiazin in Sickerwasser

Tetrazykline, aber auch Sulfonamide binden an verschiedene Komponentenwie Kalzium,
Magnesium, Huminstoffe, die in Sickerwasser aus Boden enthalten sind. Daher ist der
Nachweis dieser Antibiotika in Sickerwasser aus Boden erschwert. Es muss mit einer
starken Bindung vor allem der Tetrazykline, aber auch der Sulfonamide an diese
unterschiedlichen Komponenten gerechnet werden (siche Kapitel 2.2) (Sithole & Guy
1987; Holten Liitzheft et al. 2000; Tolls 2001; Hamscher et al. 2002).

Aufgrund der zu erwartenden geringen Konzentration der Antibiotika im Sickerwasser war
eine sensitive Nachweismethode erforderlich. Um die entsprechende Nachweisgrenze beim
Einsatz von HPLC zu erreichen, sind viele Aufbereitungsschritte notwendig. Jeder
zusdtzliche  Arbeitsschritt kann zu Wirkstoffverlusten fithren, so dass als
Kontrollmoéglichkeit ein geeigneter interner Standard sowohl fiir die Tetrazykline als auch

fiir die Sulfonamide eingefiihrt wurde.

Als interner Standard kann eine Substanz verwendet werden, die aus der gleichen
Wirkstoffgruppe wie die zu analysierenden Substanzen stammt. Gleichzeitig miissen die
Adsorptions- und Retentionseigenschaften des internen Standards mit denen der
Leitsubstanzen weitestgehend {ibereinstimmen Trotzdem aber sind eine gute Trennung
von den Analysesubstanzen und kein zu grof8er Abstand z1 den Peaks der Leitsubstanzen
notig (Guhde 1998). Mindestens ebenso wichtig ist aber auch, dass der interne Standard
nicht in der Probe vorhanden sein darf; es miissen also Substanzen verwendet werden die
wenigstens im veterindrmedizinischen Bereich in Deutschland nicht zugelassen sind
besser noch auch nicht im humanmedizinischen Bereich und somit nicht in der Probe zu
erwarten sind. Fiir die Substanzklasse der Tetrazykline fiel die Wahl auf Doxyzyklin, fiir

Sulfonamide auf Sulfaphenazol.

Um auch geringe Konzentrationen im Sickerwasser nachweisen zu k&nen, ist die
Festphasenextraktion mittels spezieller Kartuschen ein geeignetes Verfahren zur
Aufkonzentrierung des Wirkstoffes (Hamscher et al. 2002). Um zu der im Folgenden
beschriebenen Methode zu gelangen, waren jedoch viele Einzelparameter zu testen,da in
diesem Fall auf keine schon bestehende Standardmethode zuriickgegriffen werden konnte.

Optimiert wurden zu diesem Zweck:

- der pH-Wert fiir den zu verwendenden Puffer (Testbereich: pH 4 bis pH 6)

- das Konditionierungsmittel fiir die Kartuschen und das Extraktionsmittel.



MATERIAL UND METHODEN 31

Als optimal erwies sich ein pH-Wert um 4,8, was in der GroBenordnung auch mit anderen
Methoden korrespondiert (Hamscher et al. 2000). Die Extraktion ist fiir Tetrazykline und
Sulfonamide aufgrund ihrer unterschiedlichen chemischen Eigenschaften verschieden, so
dass fiir jede Wirkstoffgruppe eigene Extraktionslosungen gefunden werden mussten. Alle
Versuche zur Methodenfindung wurden mit unbelastetem, den spiteren Proben moglichst

dhnlichem Sickerwasser (aus der Lysimeteranlage) durchgefiihrt.

Konditionierung und Extraktion bei der Festphasenextraktion

Wihrend Methanol als Mittel zur Konditionierung der Kartuschen zur
Festphasenextraktion (Macherey & Nagel) aufgrund einer Beispielanwendung feststand,
wurden verschiedene Extraktionsmittel getestet: Methanol, Acetonitril, 2%ige Essigsdure
in Methanol, methanolische Oxalsdure (0,01 M), Aceton, Chloroform, Ethanol und

Trichloressigsdure in Methanol in verschiedenen Konzentrationen (0,05 %, 0,1 %, 0,5 %,
1,0 %) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Wiederfindungsrate (%) fiir Tetrazyklin und Chlortetrazyklin bei
ausgewahlten Extraktionsmitteln (Oxalsdure = methanolische Oxalsdure
0,01 M; Trichloressigs. = 0,1 % Trichloressigsdure in Methanol) bei pH
4,8 (externe Kalibration, Mittelwert aus drei Messungen)

Die Variante 0,1 % Trichloressigsdure in Methanol erwies sich gegeniiber den anderen
Extraktionsmitteln als leistungsfahigstes Extraktionsmittel. Eine Modifizierung der Anteile
von Trichloressigsdure in Methanol von 0,05 % bis zu 1,0 % fiihrte schlieBlich zum besten

Ergebnis: 0,5 % Trichloressigsdure in Methanol (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Wiederfindungsrate (%) flir Tetrazyklin und 4-Epi-Tetrazyklin (Epi-TC) +
Tetrazyklin (TC) mit verschiedenen Konzentrationen des
Extraktionsmittels Trichloressigsdure in Methanol (TCSM) bei pH 4,8
(externe Kalibration, Mittelwert aus drei Messungen)

Die tiberpriiften Extraktionsmittel unterschieden sich vor allem in der Polaritét. Tetrazyklin

als polare Substanz kann nur mit einem &hnlich polaren Losungsmittel wieder von der

Kartuschenoberfliche extrahiert werden.

Auch das Extraktionsvolumen beeinflusstt den Wiederfindungserfolg. Da mit einem
Volumen von 2 ml bereits etwa 90 % des Wirkstoffes extrahiert werden konnte, wurde auf
eine weitere Volumenerhohung verzichtet. Dies hitte lediglich zu einer Verdiinnung
gefiilhrt und sich nachteilig auf die Bestimmungsgrenze ausgewirkt. Durch die oben
beschriebene Optimierung wurde eine Bestimmungsgrenze fiir Chlortetrazyklin und

Tetrazyklin von 1 pg 1" erreicht.

Um eine hohe Wiederfindungsrate und eine niedrige Bestimmungsgrenze zu erreichen,
wurde auch beim Nachweis der Sulfonamide der pH-Wert des Puffers optimiert
(Testbereich: pH 2,5 bis pH 5,6). Dies geschah in Anlehnung an bereits vorliegende
Methoden (Thomas et al. 1997; Ternes 2001; Pfeifer et al. 2002). Neben Methanol wurde
die Kartusche probehalber mit unpolarem Hexan konditioniert, was bei Hexan zu einem
sehr schlechten Adsorptionsergebnis des Sulfonamids an die Kartuschenoberfldche fiihrte.
Als Extraktionsmittel wurden methanolische Oxalsdure (0,01 M), Acetonitril, Methanol

und 0,5 % Trichloressigsdure in Methanol getestet. Die besten Ergebnisse wurden mit
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reinem Methanol erzielt. Die Bestimmungsgrenze liegt mit unten beschriebener Methode

bei3 pgl”.

Fiir die Bestimmung der Bestimmungsgrenze in Sickerwasser sind allerdings immer die
Probenmenge und die Extraktionsvolumina entscheidend, da es sich bei der
Festphasenextraktion um eine Aufkonzentrierung handelt. Niedrige
Wirkstoffkonzentrationen konnen daher bei grofen Probenvolumina besser angereichert
werden, da sich der Anreicherungsfaktor bei gleich bleibendem Extraktionsvolumen

vergrofert.

Verwendete Chemikalien:
Zitronensdure-Zitrat-Puffer (pH 4,8), | M
Tetrazyklin-HCI (Sigma, Art. Nr. T-3383)
4-Epi-Tetrazyklin-HCI (Acros Organics, Art. Nr. 23312)
Chlortetrazyklin-HCI (Sigma, Art. C-4881)
Epi-Chlortetrazyklin-HCI (Acros Organics Lot AO 14963301)
Doxyzyklin-HCI (Sigma, Art. Nr. D-9891)
Sulfadiazin Natrium-Salz (Sigma, Art. Nr. S-3549)
Sulfaphenazol (Sigma, Art. Nr. S-0758)
Methanol gr. gr.

Trichloressigséure

Probenaufbereitung:

Bis zur Festphasenextraktion wurde eine einheitliche Probenaufbereitung fiir den
Nachweis von Tetrazyklinen und Sulfonamiden durchgefiihrt. Die Sickerwasserproben
(Lagerung: -18 °C) wurden nach dem Auftauen kréftig geschiittelt. 100 ml Sickerwasser
wurden mit Zitronensdure-Zitrat-Puffer (pH 4,8) im Verhiltnis 1:1 versetzt. Als interner
Standard wurde Doxyzyklin fiir den Tetrazyklinnachweis sowie Sulfaphenazol fiir den
Sulfonamidnachweis verwendet. Dieser wurde in festgelegter Konzentration von

0,01 mg 1" den Proben zugesetzt.

Nach Filtration (Faltenfilter, Schleicher & Schiill, @ 150mm, 595%) erfolgte eine
Anreicherung mittels Festphasenextraktion an PolystyrokDivinylbenzol Adsorberharz. Zu
diesem Zweck wurden die Festphasenkartuschen (Macherey & Nagel, LV, Chromabond
HR-P, Art. Nr. 732108) mit 2 ml Methanol und 2 ml destilliertem Wasser konditioniert.

Dann erfolgte die Probenaufgabe mit einer maximalen Durchflussgeschwindigkeit von
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4mlmin” (Regelung iiber Wasserstrahlpumpe). Nach einem Waschschritt (2 x 2ml
destilliertes Wasser) trocknete die Kartusche 10 min mittels Durchsaugen von Luft, um
Losungsmittelunterschiede zu vermeiden. Die Extraktion erfolgte bei Tetrazyklinen mit 2 x
1 ml 0,5 % Trichloressigsidure in Methanol; bei Sulfadiazin mit 2 x 1 ml reinem Methanol.

Die so gewonnene Losung konnte direkt der HPLC-Messung zugefiihrt werden.

Analyse:

Die Gradienteneinstellung und die Laufzeit der Analyse sind flir Tetrazykline und

Sulfonamide verschieden (Tabelle 10 und Tabelle 11).

Tabelle 10: Gradientenprogramm flir den Tetrazyklinnachweis in Sickerwasser bei einer
Laufzeit von 15 min

Laufzeit Solvent A: 20 % Oxalsiure 0,01 M Solvent B:
+ 80 % Acetonitril Acetonitril

(min) (%) (%)

0 100,0 0,0

7,0 75,0 25,0

8,0 70,0 30,0

11,5 63,0 37,0

13,5-15,0 100,0 0,0

Tabelle 11: Gradientenprogramm flir den Sulfadiazinnachweis in Sickerwasser bei einer
Laufzeit von 17 min

Laufzeit Solvent A: 20 % Oxalsiure 0,01 M Solvent B:
+ 80 % Acetonitril Acetonitril

(min) (%) (%)

0 100,0 0,0

8 63,0 37,0

13 63,0 37,0

16 -17 100,0 0,0

Zur Kalibrierung wurden je Messtermin externe Standards in Konzentrationen von 0,001
bis 0,04 mg 1" fiir alle Komponenten in wissriger Losung hergestellt und auch iiber die

Festphasenextraktion angereichert. Zusatzlich wurde der interne Standard benutzt.
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Wiederfindung:

Die Wiederfindungsrate wurde fiir die verschiedenen Antibiotika und fiir unterschiedliche
Konzentrationsstufen ermittelt. Antibiotikafreies Sickerwasser wurde mit Tetrazyklin und
Chlortetrazyklin oder mit Sulfadiazin dotiert und der oben beschriebenen

Nachweismethode unterzogen (Tabelle 12 und Tabelle 13).

Tabelle 12: Wiederfindungsraten (%) fiir Tetrazyklin (TC) und Chlortetrazyklin (CTC) in
Sickerwasser bei Kalibration mit internem Standard

Konzentration in der Probe TC STD CTC STD
(ngl) (%) (%)

1 116 14 115 16
10 120 3 123 6
40 129 17 128 18
Mittelwert' 121 5 122 5

' Mittelwert aus drei Messwiederholungen je Konzentration
STD: Standardabweichung

Die mittlere Wiederfindungsrate betrug 121,3 % fiir Tetrazyklin und 122,1 % fiir
Chlortetrazyklin.

Tabelle 13: Wiederfindungsrate (%) von Sulfadiazin in Sickerwasser bei Kalibration mit
internem Standard

Konzentration in der Probe Probe 1 Probe 2 Probe 3 MW STD

(nglh) (%) (%) (%) (%)
1 106 106 90 100 7
2 71 109 95 91 16

STD: Standardabweichung
MW: Mittelwert

So ergab sich flir Sulfadiazin eine mittlere Wiederfindung von 95,9%, die als
Korrekturfaktor diente. Die in Kapitel 4.3 dargestellten Ergebnisse enthalten diese

Korrekturfaktoren.

3.2 Persistenz von Tetrazyklin in Masthihnchenfestmist
Die Untersuchungen zur Persistenz von Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist wurden mit
handelsiiblichen Kunststoffbehéltern zur Schnellkompostierung durchgefiihrt (Abbildung

7). Diese Komposter gewihrleisten eine Warmedammung durch die rundum doppelwandig
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ausgefiihrte Konstruktion. Die Behilter wurden anstelle einer Mietenlagerung gewihlt, da
so trotz der geringen Festmistmenge eine Kompostierung des Materials und eine
Begrenzung der aufgrund der geringen Kompostmenge relativ gioBen Oberfliche mdglich
waren. Der als Kunststoffnetz (Maschenweite 10 mm) ausgefiihrte Boden der Komposter
gewihrleistete eine passive Beliiftung von unten. Die Lagerung fand in einem vor Wind,

Regen und starken Temperaturschwankungen geschiitzten Raum statt

Die Persistenz von Tetrazyklin wurde in zwei Durchgingen untersucht, welche sich im
experimentellen Aufbau unterschieden. Daher wird im Folgenden eine Unterteilung in

Experiment 1 und 2 vorgenommen.

Umsetzen der locker geschichteten Varianten

3.2.1 Versuchsaufbau und Vorgehensweise von Experiment 1

Der fiir den ersten Durchgang verwendete Festmist stamme aus einem zuvor
durchgefiihrten Mastdurchgang (30 Masttage) mit Hihnchen der Herkunft Ross. Insgesamt
450 Masthihnchen wurden in sechs Gruppen 4 75 Tiere aufgeteilt und in sechs Abteilen
gehalten (Besatzdichte: 19 Tiere/m?). Je zwei der sechs Gruppen erhielten iiber das Futter
Tetrazyklin in einer Dosierung von 0,5 bzw. 1,0 g je kg Starterfutter {iber die ersten zehn

Lebenstage, zwei Kontrollgruppen erhielten keine Antibiotika

Der angefallene Festmist wurde nach der Ausstallung der Tiere {iber einen Zeitraum von
drei Monaten als gestapelter Festmist bzw. als locker geschichteter Festmist gelagert. Die
Lagerung erfolgte von Mitte Mérz 2002 bis Anfang Juni 2002. Je Gruppe wurde der

Festmist in einen Kompostbehdlter (Fassungsvermogen 165 Liter) gefiillt. Je
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Fiitterungsvariante wurde der Mist entweder als Stapelmist oder als locker geschichtete
Variante (im Folgenden Rottemist genannt) gelagert, ebenso wurden auch die
wirkstofffreien Kontrollen behandelt. Die Rottemist-Varianten wurden in der Mitte der
Lagerungszeit, also nach sechs Wochen, einmal griindlich durchmischt und neu eingefiillt
(Abbildung 7). So sollte eine gute Sauerstoffversorgung des Substrats erreicht werden. Die
Stapelmist-Varianten dagegen wurden beim Befiillen der Behélter stark komprimiert und

nicht umgesetzt.

Insgesamt erfolgte aufgrund der starken Verdunstung eine zusitzliche Wassergabe von
zwoOlf Liter je Komposter iiber die Lagerungsdauer verteilt um den Rotteprozess zu
gewahrleisten. Um den Abbau des Tetrazyklins bestimmen zu konnen, wurden im Abstand
von zwei Wochen Proben aus den Kompostern entnommen. Da eine vollstindige
Homogenisierung des Masthdhnchenfestmistes zu diesem Zweck durch die feste
Lagerungsstruktur nicht moglich war, erfolgte die Probennahme mittels einer eigens
angefertigten elektrisch betriebenen Frise aus zwei unterschiedlichen Hohen der
Komposter. Diese wurden als Mischproben weiter behandelt. Die Behilter waren zu
diesem Zweck vor der Befiillung mit Bohrlochern versehen worden. Direkt aus der Mitte
des Lagergutes wurde eine ca. 3cm dicke Mistprobe entnommen. An jedem
Probennahmetermin wurde iiber einen anderen Zugang in den Mist gefrdst, um stets
ungestorte Proben zu erhalten. Das nicht benotigte Probenmaterial wurde in das jeweilige
Friasloch zuriickgegeben. In Tabelle 14 sind die Versuchsanordnung und —bedingungen

wiedergegeben.

Tabelle 14: Ubersicht zu Versuchsanordnung und —bedingungen Experiment 1 (V =
Variante, TC = Tetrazyklin)

Parameter

Rottemist (RM)

Stapelmist (SM)

Aufteilung des Festmistes

V 0,5 g TC/kg Futter
V 1,0 g TC/kg Futter

V 0,5 g TC/kg Futter
V 1,0 g TC/kg Futter

V Kontrolle V Kontrolle
Temperatur Raumlufttemperatur Raumlufttemperatur
Lagerdauer 12 Wochen 12 Wochen
Umsetztermin nach 6 Wochen nicht umgesetzt
Probennahmeintervall 14 Tage 14 Tage
Probenart Mischprobe aus 2 Hohen Mischprobe aus 2 Hohen
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Zur Erfassung der Umgebungs- und der Lagerungstemperatur in den Kompostern wurden
insgesamt 13 Temperaturfiihler an einen Datenlogger angeschlossen. Ein Fiihler
registrierte die Umgebungstemperatur und je zwei Fiihler pro Komposter wurden in
unterschiedlichen Hohen in die Kernzone des Festmistes eingebracht. Abbildung 8 zeigt

die Anordnung der Versuchsglieder.

Komposteranordnung:

V RM V RM V SM V RM V SM V SM
0,5gTC/ 0,5gTC/ 1,0 g TC/ 1,0 g TC/
kg Futter Kontrolle kg Futter kg Futter Kontrolle kg Futter

/ Datenlogger

Temperaturfiihler

Computer

\ 4

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung beim Lagerungsversuch
(RM = Rottemist, SM = Stapelmist, V = Variante, TC = Tetrazyklin)

3.2.2 Versuchsaufbau und Vorgehensweise von Experiment 2

Der fiir den zweiten Durchgang verwendete Masthdhnchenfestmig stammte aus einem
Mastbetrieb aus der Region Weser-Ems. Direkt nach dem Ausstallen der Masthiahnchen
wurden ca. 1300 kg Festmist entnommen. Zwischen dem Ausstallen und dem Befiillen der
Komposter lag wie in Experiment 1 nur ein Tag. Der gesamte Festmist wurde durch einen
Miststreuer zerkleinert sowie gemischt und auf diese Weise homogenisiert (Abbildung 9).
Insgesamt standen im zweiten Experiment acht Komposter zur Verfiigung Zwei
Komposter wurden mit dem Ausgangsmist befiillt und dienten als Kontrollen. Der restliche
Mist wurde zu je 100 kg portioniert und jeweils mitin 5 1 Wasser gelostem Tetrazyklin auf
45 mg kg eingestellt. Nach einer griindlichen Homogenisierung mittels Riihrgerit (Firma
Beba Mischtechnik, Handmischer B7) wurden jeweils drei Komposter als Rottemist-
Varianten und drei Komposter als Stapelmist-Varianten mit dem Festmist befiillt (siche
Kapitel 3.2.1). Die Rottemist-Varianten wurden nach der Hélfte der Lagerungszeit einmal
umgesetzt und dabei griindlich durchmischt. Die Lagerungsdauer betrug zwei Monate, von

Mitte Mai 2003 bis Mitte Juli 2003.
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Abbildung 9: Homogenisierung, Befiillen der Komposter und Dotierung des
Masthdhnchenfestmistes mit Tetrazyklin

Die Probennahme und die Temperaturerfassung erfolgten wie in Experiment 1
beschrieben. Etwa 28 Liter Wasser wurden im Verlauf der Lagerung je Komposter
zugesetzt, um den Kompostiervorgang nicht durch Substrattrockenheit zu gefdhrden.
Tabelle 15 stellt die Versuchsanordnung und -bedingungen in einer Zusammenfassung dar.
Die Anordnung der Versuchsglieder war vergleichbar mit Experiment 1 (siehe Kapitel

3.2.1).

Tabelle 15: Ubersicht zu Versuchsanordnung und —bedingungen Experiment 2 (V =

Variante)
Parameter Rottemist (RM) Stapelmist (SM)
Aufteilung des Festmistes RM KT: Kontrolle SM KT: Kontrolle

RM 1-3 : ca. 45 mg TC kg'  SM 1-3: ca. 45 mg TC kg’

Temperatur Raumlufttemperatur Raumlufttemperatur
Lagerdauer 8 Wochen 8 Wochen
Umsetztermin nach 4 Wochen nicht umgesetzt
Probennahmeintervall 14 Tage 14 Tage
Probenart Mischprobe aus 2 Hohen Mischprobe aus 2 Hohen

3.3 Screening von Schweinegiilleproben auf ausgewihlte Antibiotika

Fiir die Untersuchung von Schweinegiille aus landwirtschaftlichen Praxisbetrieben standen
zwel Probensitze zur Verfiigung: 168 Einzelproben stammten aus dem Winterhalbjahr
1999/2000; ein weiterer Probensatz mit 176 Einzelproben konnte im Winterhalbjahr
2001/2002 gewonnen werden. Herkunftsgebiet war die Weser-Ems-Region.
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Die Proben wurden anonym zur Verfiigung gestellt, so dass keine Angaben iiber den
Betrieb, die Art und den Ort der Probennahme (z.B. Aufriihren der Giille, Probe aus Stall
oder Giillebehilter) oder iiber einen moglichen Medikamenteneinsatz vorlagen. Es ist
weiterhin davon auszugehen, dass in der iiberwiegenden Zahl der Fille die Probennahme
durch den Landwirt selbst erfolgte. Bis auf wenige Ausnahmen standen die
Trockensubstanz- und Stickstoffgehalte zur Verfiigung. Die Proben wurden bis zur
Analyse auf Tetrazyklin, Oxy- und Chlortetrazyklin, Sulfadiazin und Sulfamethazin bei
-18 °C gelagert.

Proben aus dem Probensatz des Jahres 2001/2002, die nach Analyse durch unter Kapitel
3.1.2 beschriebene Methode antibiotikafrei waren, wurden in der Zentrumsabteilung fiir
Lebensmitteltechnologie und -toxikologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover einem
noch sensitiveren Nachweisverfahren nach Hamscher et al. (2000) unterzogen. In dieser
Methode wird mit einer Fliissig-Fliissigextraktion gearbeitet, wonach eine
fliissigkeitschromatographische Trennung (HPLC) erfolgt. Beim Verlassen der Trennséule
werden die Substanzen mittels Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (LC-ESI-MS-
MS) bestimmt. Die Bestimmungsgrenzen liegen mit dieser Methode fiir Tetrazykline und
Sulfonamide bei 0,05 mg kg Frischgiille. In die spitere Auswertung gingen lediglich die
Proben des Jahres 2001/2002 ein, die Antibiotikakonzentrationen bis zur

Bestimmungsgrenze wie unter Kapitel 3.1.2 beschrieben aufwiesen.

3.4 Mobilitit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in Boden
Die Mobilitdt von Tetrazyklin und Sulfadiazin in verschiedenen Bdden wurde in
Zusammenarbeit mit der Landwirtschaftskammer WeserEms in Oldenburg unter Nutzung

der dort vorhandenen Kick-Brauckmann-Gefidl3e und Lysimeter untersucht.

3.4.1 Versuchsaufbau und Vorgehensweise Kick-Brauckmann-Gefialie

Je 16 Kick-Brauckmann-Gefdfie (@ 22 cm, Krumenhohe 24 cm) wurden mit zwei fiir die
Weser-Ems-Region typischen Boden (humoser Sand, 7,5 kg/Gefdl3; lehmiger Schluff,
8 kg/Gefa3) sowie einem industriell hergestellten Torfgemisch (sogenannte Null oder
Einheitserde, 3 kg/Gefdl}) befiillt. Nullerde besteht zu 70 % aus WeiBtorf, zeichnet sich
also durch einen hohen Strukturanteil aus (weitere Bestandteile sind Ton und Kalk) und
wurde mangels einer geeigneten Moorbodenfliche herangezogen. Die Boden waren wie

folgt gekennzeichnet (Tabelle 16):
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Tabelle 16: Kenndaten der verwendeten Boden im Gefaflversuch

Kenndaten Humoser Sand Lehmiger Schluff Nullerde
Bodennutzung Acker Acker Gaértnertorf
pH-Wert 5,0 5.5 5,9
Kalzium (mg/100 g) 100 100 1050
Humusanteil (%) 6,0 3,1 30,3
Tonanteil (%) 1,3 6,6 k.A.
Schluffanteil (%) 13,2 63,2 k.A.
KAK' (mval/100 g) 21,3 12,6 84,8

' KAK = Kationenaustauschkapazitit

Die Gefidfle wurden ohne Bewuchs bei etwa 50 % Feldkapazitdt gehalten (Abbildung 10).
Diese Bedingung konnte durch die Ausnutzung der Saugspannung mittels Verdunstung
gewihrleistet werden. Dazu wurden Glasfaserstringe in das Bodenmaterial eingearbeitet,
die in Wasserbehiltern endeten. Aufgrund der Saugspannung wurde Wasser iiber die
Glasfaserstringe in den Boden gesogen, der auf diese Weise feucht blieb. Es handelte sich
bei der Glasfaser um ein inertes Material, so dass keine Wechselwirkungen mit den beiden
Antibiotika zu erwarten waren. Labortests mit Tetrazyklin und Sulfadiazin bestétigten,
dass auch bei ldngerer Einwirkzeit keine Anlagerung der Wirlkstoffe an die Glasfasern

auftrat.

Fiir den Versuch wurde nachweislich wirkstofffreie Giille mit Tetrazyklin und Sulfadiazin
in einer Konzentration von jeweils 40mg kg versetzt. Insgesamt 18 der Geféfie (sechs
GefiBe je Boden) wurden mit jeweils 200 ml der tetrazyklinhaltigen Giille (40 mg TC kg™)
dotiert, was einer Menge von 8 mg TC je Gefall entsprach. Weitere 18 Gefidlle erhielten
jeweils 200 ml sulfadiazinhaltige Giille (40 mg SD kg'), was ebenfalls eine applizierte
Sulfadiazinmenge von 8mg je Gefdl ergab. Die Giillemenge von 200 ml je Gefdl3
entsprach einer Menge von 43 m® je Hektar bzw. 179 kg N ha™'. Die restlichen GefiBe

dienten als Kontrollen.

Bei der Aufbringung der Giille wurde ein Einarbeiten des Wirtschaftsdiingers nachgeahmt,
indem mit einem Pikierstab je Gefa3 drei ca. 1,5 cm breite Furchen gezogen wurden. Die
Giille wurde in die Furchen gegeben und diese mit dem aufgeworfenen Bodenmaterial
bedeckt. Auf diese Weise wurde auch sichergestellt, dass keine Giille an den Gefafirand

gelangen und dort mdglicherweise am Kunststoff adsorbieren konnte.
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Das Verhalten der Wirkstoffe wurde zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht um

moglichen Abbau- oder Bindungsvorgiangen im Boden Rechnung zu tragen.

Abbildung 10: Kick-Brauckmann-Gefafle und Beprobungsvorrichtung zum Auffangen der
Sickerwasserfraktionen

Starkregensimulation:

48 Stunden nach Versuchsansatz wurden die Hilfte der mit Tetrazyklin und Sulfadiazin
dotierten Gefdlle (drei je Bodenart und Behandlung) sowie sechs Kontrollgefile mit 1,52
Litern Wasser je Gefdl} iiber eine Zeitspanne von 1,5 Stunden beregnet. Damit wurde ein

Starkregenereignis von 40 1/m? simuliert.

Zehn Wochen nach Versuchsansatz wurden die restlichen 24 Gefdlle in der gleichen Art

beregnet.

Probennahme:

Das nach der Beregnung erhaltene Sickerwasser je Gefdll wurde in vier Fraktionen zu je
100 ml aufgefangen (Probe I-IV) und bis zur Analyse bei -18 °C gelagert. Dariiber hinaus
angefallenes Sickerwasser wurde nicht in die Analyse miteinbezogen. Zusitzlich erfolgte
jeweils nach der Beregnung die Entnahme von Proben des Ober und Unterbodens
(Oberboden 0-12 cm, Unterboden 12-24 cm; je GefaB3 drei Einstiche, daraus Mischprobe).
Bei den mit Sulfadiazin dotierten GefdBlen wurden nur die Proben aus dem Oberboden
analysiert, da die Verlagerbarkeit des Sulfadiazins in den Unterboden als sehr gering

eingestuft wurde.

Die Analyse der Bodenproben sowie die Referenzmessung von Sickerwasserproben
erfolgten nach Hamscher et al. (2002) in der Zentrumsabteilung fiir

Lebensmitteltechnologie und -toxikologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Die
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Bestimmungsgrenze dieses Verfahrens lag bei 0,1 pg 1" fiir Tetrazyklin und Sulfadiazin in

Sickerwasser und bei 5 ug kg in Boden.

3.4.2 Versuchsaufbau und Vorgehensweise Lysimeter

Die hier bearbeitete Fragestellung zum Verhalten von Tetrazyklin in Boden konnte in eine
seit mehreren Jahren durchgefiihite Versuchsreihe zur Frage der Stickstoffauswaschung
bei unterschiedlichen Giille-N-Gaben (0, 80, 120, 160 bzw. 240 kg N) integriert werden.
Dafiir standen im Zeitraum zwischen Friihjahr 2001 und Oktober 2002 insgesamt 20
Lysimeter zur Verfiigung. Die Lysimeter (Tiefe: 1,50m; @ 1 m) wurden bereits 1988 mit
einem fiir die Region typischen humosen Sand befiillt. Zehn der Lysimeter waren mit der
Fruchtart Winterroggen bestellt, die anderen zehn mit der Fruchtart Mais (Abbildung 11).
Zusétzlich konnten in 2001 vier weitere Lysimeter, seit 1996 mit einem humosen Sand
anderer Herkunft befiillt, genutzt werden (Tabelle 17). Diese Lysimeter wiesen als

Bewuchs Mais auf.

Tabelle 17: Kenndaten der in den Lysimetern verwendeten Boden, aufgeteilt nach
Oberboden (Krume) und Unterboden

Kenndaten Humoser Sandboden I Humoser Sandboden 11
Startzeit 1988 1996
Bodennutzung Acker Acker
pH-Wert 52'-5,0 51'-5,0
Humusanteil (%) 2,4'-0,5° 3,6' - 4,6

K20 (mg/100 g) 15'-6° 32" - 24

Mg (mg/100 g) 3112 11' - 72

' Gehalt im Oberboden (Krume)
? Gehalt im Unterboden
Mg = Magnesium
K,O = Kaliumoxid

Nachweislich wirkstofffreie Schweinegiille (N-Gehalt = 0,42 %) wurde im ersten
Versuchsjahr (2001) mit 15 mg kg Tetrazyklin dotiert. Analog zu den N-Diingungsstufen
80, 160 und 240 kg N ha™ wurden iiber die erforderlichen unterschiedlichen Giillegaben
unterschiedliche Tetrazyklinmengen von 22,5 bis 67,2 mg je Lysimeter aufgebracht
(Tabelle 18). Bei Mais wurde die Giille vor der Aussaat ca. 3 - 4 cm tief in den Oberboden
eingearbeitet, bei Winterroggen erfolgte im Friihjahr eine oberflichliche Ausbringung in

den Bestand. Vier zusitzliche Lysimeter der N-Stufe 200kg N ha' mit humosem
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Sandboden 11 erhielten mit 18 bzw. 36 mg kg dotierte Schweinegiille (entsprechend 67,3

bzw. 134,6 mg Tetrazyklin).

- v %

Abbildung 11: Mit Winterroggen bestellte Lysimeter und Lysimetergang mit
Sickerwasserauffangbehéltern

Tabelle 18: Ubersicht zur Versuchsanordnung bei der Untersuchung der Mobilitit von
Tetrazyklin und Sulfadiazin im Lysimeter (TC = Tetrazyklin; SD =
Sulfadiazin; N = StickstofY))

Kultur Lys.- N-Stufe Giillemenge TC-Menge SD-Menge
Nr. (kgha') 1)) (mg/Lys.) (mg/Lys.)"

2001 2002 2001 2002 2002

1+25 0 0 0 0 0 0

2+26 80 1,50 1,85 22,5 22,2 22,2

IXI 3+27 120 2,24 2,77 0 0 0
| 4+28 160 3,00 3,69 45,0 443 44,3

S 13 +35 240 4,48 5,54 67,2 66,5 66,5

49 +61* 200 3,74 - 67,3 - -

58 + 65* 200 3,74 - 134,6 - -

2001 2002 2001 2002 2002

R 5+29 0 0 0 0 0 0
g 6+ 30 80 1,50 1,85 22,5 22,2 22,2
G 7+31 120 2,24 2,77 0 0 0
E 8 +32 160 3,0 3,69 45,0 443 44,3
N 15+33 240 4,48 5,54 67,2 66,5 66,5

* Bodenart: humoser Sand II (vier zusétzliche Lysimeter)
"in 2001 kein Sulfadiazin eingesetzt
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Je Wirkstoffmenge und Fruchtart wurden zwei Lysimeter eingesetzt. Weiterhin standen als
Kontrolle jeweils zwei mit wirkstofffreier Giille gediingte Lysimeter (120kg N-Stufe)

sowie zwei Lysimeter, die keine Giille erhielten, zur Verfiigung.

Im zweiten Versuchsjahr (2002) erfolgte mit Ausnahme der vier zusétzlichen Lysimeter
mit humosem Sandboden II eine Wiederholung. Zusitzlich wurde Sulfadiazin als weiteres
Tierarzneimittel zugesetzt. Aufgrund eines geringeren N-Gehalts der auszubringenden

Giille wurde 2002 jeweils eine Konzentration von 12 mg kg TC bzw. SD eingestellt.

Probennahme:

Das Sickerwasser aus den Lysimetern wurde in lichtgeschiitzten Behiltern aufgefangen, da
Tetrazyklin bei Lichteinwirkung instabil ist (Kiihne et al. 2001). Wochentlich wurde die
angefallene Gesamt-Sickerwassermenge erfasst und eine Probe des Sickerwassers (ca.
500 ml) entnommen. Die Wasserproben wurden umgehend eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -18 °C gelagert.

Im ersten Versuchsjahr (2001) wurde bei Roggen ab der 13. Kalenderwoche (KW) mit der
Beprobung begonnen, bei Mais ab der 19. KW (erste Sickerwasserbildung nach
Giilleaufbringung). In der 50. KW 2001 endete die Sickerwasserbildung aufgrund des
starken Frostes. Im 2. Versuchsjahr 2002 wurde bei Roggen ab der 16. KW beprobt, bei
Mais erfolgte die Probennahme ab der 21. KW; die letzte Probennahme fand in der
40. KW statt.

Zusiatzlich zu den Wasserproben wurden im Friithjahr und im Herbst von ausgewéhlten
Lysimetern Bodenproben entnommen wund von der Zentrumsabteilung fiir
Lebensmitteltechnologie und -toxikologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover nach
Hamscher et al. (2002) auf Tetrazyklin bzw. Sulfadiazin untersucht (siche Kapitel 3.4.1).
Die Probennahmetiefe betrug 20 cm. Es wurden acht Einstiche je Lysimeter vorgenommen

und der so erhaltene Boden als Mischprobe weiter behandelt

3.5 Weitere Analysemethoden und statistische Auswertung

Masthihnchenfestmist
Im frischen Festmist wurde in Anlehnung an die Methoden der Bundesgiitegemeinschaft
Kompost e.V. der pH-Wert gemessen: 20 g Probematerial wurde mit 200 ml 0,01 M

CaCl,-Losung versetzt und der pH-Wert nach einer Stunde gemessen (IKA Labortechnik;
Mettler Toledo Inlab 417).
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Beim getrockneten und gemahlenen Festmist wurden die Gehalte von Trockenmasse,
Asche, Gesamtkohlenstoff und Gesamtstickstoff bestimmt. Die Aschegehalte wurden bei
550 °C im Muffelofen ermittelt; die Trockenmassegehalte durch den Masseverlust bei der

Gefriertrocknung.

Mit dem LECO SC-444 (Firma LECO, Kirchheim) erfolgte die
Gesamtkohlenstoffmessung. 100 mg des getrockneten Probenmaterials wurde bei 950 °C
im Sauerstoffstrom in zwei Heiz- und Verbrennungszonen verbrannt. In der ersten Zone
erfolgten die thermische Aktivierung der Probe und die Aufoxidierung zu CO,. Die zweite
Zone diente der Oxidierung der nicht vollstindig umgesetzten Kohlenstoffkomponenten

wie Rul}, Kohlenwasserstoffe oder CO zu CO..

Der Gesamtstickstoff wurde mit dem Macro-N der Firma Elementar-Analysensysteme,
Hanau, bestimmt. Der Probenaufschluss erfolgte nach der modifizierten Methode von
DUMAS: etwa 0,75 bis 1,0 g der Probe wurden eingewogen und im Analysegerit durch
oxidative Verbrennung in mit O, angereicherter CO,-Atmosphire aufgeschlossen. Die
entstandenen  gasformigen  Zersetzungsprodukte =~ wurden  anschlieBend  im
Nachverbrennungsrohr an einem CuO/PtKatalysator quantitativ umgesetzt. Das
Gasgemisch aus CO,, H,O und elementarem Stickstoff unterlag einer Trocknung und

gelangte dann zur Detektionseinheit (Warmeleitfahigkeitsdetektor).

Sickerwasser

Ausgewihlte Sickerwasserproben wurden mit dem Atomabsorptionsspektrometer (AAS)
(Varian, SpectrAA-300) auf ihre Kalziumgehalte untersucht. In Losung befindliches
Kalzium wurde mittels Flammen-AAS gemessen. Hierbei wird die Losung in eine Flamme
gestdubt, in der die Kalziumionen zu einem gewissen Anteil atomisiert werden und somit
Licht einer fiir Kalzium spezifischen Wellenlinge absorbieren. Bei steigender
Kalziumkonzentration ist die Absorption umso grof3er; auf Basis dieser Absorption erfolgt

die Quantifizierung.

Statistik

Die statistische Datenauswertung erfolgte mit Hilfe des Softwarepakets SPSS (Version
11.5). Hauptsdchlich wurden beschreibende Methoden der Statistik verwendet wie die
Berechnung der Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung, des Medians und der
Minimal- und Maximalwerte. In Kapitel 3.1.2 und 4.1 wurde die Varianzanalyse als

Methode der schlieBenden Statistik sowie die ehrlich signifikante Differenz nach Tukey als
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Test fiir Mehrfachvergleiche eingesetzt. Mit dem nicht-parametrischen Kruskall-Wallis-
Test und dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test wurden in Kapitel 4.2 Gruppen
verschiedener Trockensubstanzklassen der Schweinegiilleproben auf Unterschiede
untersucht. Eine Regressionsanalyse wurde in Kapitel 5.2 durchgefiihrt, um

Halbwertszeiten fiir Tetrazyklin in gelagertem Masthdhnchenfestmist zu ermitteln.
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4 Ergebnisse

4.1 Modellversuche zur Persistenz von Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist

4.1.1 Experiment 1

Der Masthdhnchenfestmistversuch Experiment 1 enthielt vier unterschiedlichen TC-
Ausgangskonzentrationen und zwei verschiedene Lagerungsarten: Rotte (RM)- und
Stapelmist (SM). Tabelle 19 zeigt die Ausgangskenngroflen des Festmistes zu Beginn der
Lagerung, in Tabelle 20 sind zum Vergleich die KenngroBen nach Beendigung der

Lagerung aufgefiihrt.

Tabelle 19: StoffkenngroBen wie Stickstoff- (N), Kohlenstoft- (C), organischer
Substanzgehalt (OS) des im Experiment 1 eingesetzten Masthdhnchen-
festmistes zu Beginn der Lagerung (in % bezogen auf den TS-Gehalt)

Stoffkenn- Lagerungsvarianten
groflen KT KT 0,5¢TC 05¢TC 1,0g TC 1,0g TC
kg" Futter kg'1 Futter kg'1 Futter kg'1 Futter

RM SM RM SM RM SM

TS (%) 50,4 50,5 48,6 48,6 52,9 53,9

N (%) 5,6 5,5 5,7 5,8 5,4 5,5

C (%) 41,3 41,1 41,5 40,7 41,0 40,7

OS (%) 86,7 86,9 86,6 86,1 87,1 86,6

C/N 7.4:1 7.4:1 7,3:1 7,0:1 7,6:1 7,5:1

TC (mg kg']) 0,0 0,0 26,0 44,1 55,7 100,1

Mist (kg)l 76,6 88,6 78,3 88,7 72,4 93,2

! = Frischmist

KT = Kontrolle

SM = Stapelmist

RM = Rottemist

TC = Tetrazyklin

Durch das Verdichten wurde im Vergleich zu den Rottemistvarianten zwischen 10 und
15 kg mehr Mist in die Stapelmist-Varianten eingefiillt. Im Verlauf der Lagerung erhohte
sich der Trockensubstanzgehalt (TS-Gehalt) des Mistes um ca. 13 %. Um die fiir die
stofflichen Umsetzungsprozesse notwendige Materialfeuchte zu gewéhrleisten, wurde das
Lagergut von Zeit zu Zeit kontrolliert bewissert. Zur Berilicksichtigung dieser externen
Wasserzufuhr werden die Ergebnisse im Folgenden auf den Trockensubstanzgehalt

bezogen.
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Tabelle 20: StoffkenngroBen wie Stickstoff- (N), Kohlenstoff- (C), organischer
Substanzgehalt (OS) des im Experiment 1 eingesetzten Masthdhnchen-
festmistes am Ende der Lagerung (in % bezogen auf den TS-Gehalt)

Stoffkenn- Lagerungsvarianten
grofien KT KT 0,5¢gTC 0,5¢gTC 1,0g TC 1,0g TC
kg'l Futter kg'l Futter kg'l Futter kg'l Futter

RM SM RM SM RM SM

TS (%) 68,1 51,1 62,3 60,7 65,7 65,3

N (%) 4,6 4,8 4,5 5,7 4,7 3,6

C (%) 36,5 38,0 35,9 37,0 36,5 34,6

OS (%) 76,4 78,6 74,9 79,9 76,5 76,6

C/N 7,9:1 8,0:1 8,0:1 6,6:1 7,8:1 9,5:1

TC (mg kg']) 0,0 0,0 3,5 0,0 9,8 22,0

KT = Kontrolle

SM = Stapelmist

RM = Rottemist

TC = Tetrazyklin

Die Fermentationsprozesse des Rotte- und Stapelmistes verliefen bei Kohlenstoff (C),
Stickstoff (N) und C:N-Verhéltnis in der Tendenz parallel, nur die organische Substanz
(OS) wurde im Rottemist ca. 2 % stirker abgebaut als im Stapelmist. Der pH-Wert lag zu
Beginn der Lagerung im Festmist bei ca. 5,4. Im Verlauf der Lagerung stieg er bis auf etwa

8,7 an.

Temperaturverlauf

Die Lagerungsart hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Temperaturentwicklung
(Abbildung 12). Wéhrend des ersten Monats lag die Temperatur im Rottemist geringfiigig
iiber der des Stapelmistes, ab dem Umsetztermin trat dieser Effekt nur noch zeitweise auf
(siche Anhang, Tabelle 34). Die Schwankungen in den jeweiligen Temperaturverldufenan
Tag 36, 43, 46, 58 und 72 sind auf die kontrollierte Zugabe von Wasser und die dadurch

angeregten Zersetzungsprozesse zuriickzufiihren.
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Abbildung 12: Mittlerer Temperaturverlauf (°C) des Substrats fiir die Lagerungsvarianten
Rottemist und Stapelmist wihrend der dreimonatigen Lagerung,
Experiment 1
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Abbildung 13: Mittlerer Temperaturverlauf (°C) des Substrats in den Varianten mit
unterschiedlicher Tetrazyklin (TC)-Konzentration wéahrend der
dreimonatigen Lagerung, Experiment 1
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Tetrazyklinkonzentration

Abbildung 13 zeigt den Temperaturverlauf in Abhéngigkeit von der jeweiligen TC-
Konzentration des Festmistes. Obwohl iiber die gesamte Lagerungsperiode gesehen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten auftraten, wies die am
hochsten mit TC belastete Variante vor allem zu Beginn der Lagerung die niedrigste
Substrattemperatur auf, wogegen bei der unbelasteten Kontwolle die hochste Temperatur

vorlag (Tukey-HSD-Test, p > 0,05).

Abbildung 14 veranschaulicht den Verlauf der TC-Konzentration beider Varianten iiber
den Lagerungszeitraum im Vergleich zur mittleren Substrattemperatur wahrend der
Lagerung. Der stirkste TC-Abbau erfolgte innerhalb der ersten elf Tage. Innerhalb der
ersten sechs Tage erfolgte ein Temperaturanstieg im Rottegut von 22°C auf 55 °C. In
dieser Zeit ging die nachweisbare mittlere TC-Konzentration bei der Variante
0,5gTC kg'l Futter von 26,0 mg kg'I (RM) bzw. 44,1 mg kg'I (SM) auf 7,7 mg kg (RM)
bzw. 11,65 mg kg (SM) (ca. 70 bzw. 73 % Abbau bei Rotte- bzw. Stapelmist) zuriick.

-1
120 - —— (,5g TC kg Futter RM 60
0 0,5gTC kg Futter SM
—v—- 1,0 g TC kg' Futter RM
100

—v - 1,0 g TC kg Futter SM 5o
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Abbildung 14: Verlauf der Konzentration an Tetrazyklin (TC) (mg kg™) im
Masthdhnchenfestmist (Rotte (RM)- bzw. Stapelmist (SM)) der Varianten
0,5 g TC kg' Futter und 1,0 g TC kg' Futter iiber die dreimonatige
Lagerung, bezogen auf Trockensubstanz (%)
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Bei der Variante 1,0g TC kg' Futter fiel die mittlere Konzentration wihrend des
Temperaturanstiegs von 55,7 mgkg’ (RM) bzw. 100,1 mgkg' (SM) auf 29,8 mg kg’
(RM) bzw. 26,1 mgkg" (SM) ab (ca. 66 bzw. 73 % Abbau bei Rotte- bzw. Stapelmist).
Die TC-Konzentrationen im Mist der hoher dosierten Variante (1,0 g TC kg Futter)
tiberschritten erwartungsgemill wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes deutlich

die Werte der niedriger dosierten Variante (0,5g TC kg™ Futter).

Insgesamt sind am Ende der dreimonatigen Lagerungszeit fiir Variante 0,5 g TC kg™ Futter
noch 3,5mgkg’ bei Rottemist (13,3 %) und fiir Variante 1,0 g TC kg Futter bei
Rottemist 9,8 mgkg" (17,6 %) und bei Stapelmist 22,0mgkg" (22,0 %) Tetrazyklin
nachweisbar (siche Anhang, Tabelle 36). Die Stapelmistvariante 0,5 g TC kg Futter wies
nach der dreimonatigen Lagerungszeit kein Tetrazyklin oberhalb der Bestimmungsgrenze
von 1 mg kg mehr auf. Konzentrationsschwankungen wie an Tag 29 sind vermutlich auf
die Probennahme zuriickzufiihren. Durch die Inhomogenitit des Mistes konnte nicht
verhindert werden, dass mit der Probe Kot und Stroh in jeweils verdnderlichen Anteilen
entnommen wurden. Tetrazyklin aber findet sich deutlich stirker im Kot wieder als im

Stroh- bzw. Kohlenstoffanteil (siehe Kapitel 3.1.1).

Dieser Umstand wird bei der auf Kohlenstoff bezogenen Darstellungsweise deutlich
(Abbildung 15). Stellt man die TC-Konzentration der Varianten bezogen auf den
Kohlenstoffgehalt der Proben dar, um die unterschiedliche Probenzusammensetzung zu
beriicksichtigen, zeigt sich ein gleichméBigerer Verlauf. Die Schwankungen im
Konzentrationsbereich der Varianten sind geringer, nur bei der Rottemistvariante
1,0 mg TC kg™ Futter trifft dies nicht zu. Diese zeigt weiterhin starke Schwankungen im

Konzentrationsverlauf.
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Abbildung 15: Verlauf der Konzentration an Tetrazyklin (TC) (mg kg ') im getrockneten
Masthihnchenfestmist der Varianten 0,5 g TC kg™ Futter und
1,0 g TC kg™ Futter (Rotte (RM)- bzw. Stapelmist (SM)) iiber die
dreimonatige Lagerung, bezogen auf Kohlenstoff

Abbildung 16 zeigt den relativen TC-Konzentrationsverlauf der unterschiedlichen
Konzentrationsstufen 0,5 g bzw. 1,0 g TC kg Futter und der Lagerungsvarianten Rotte-
bzw. Stapelmist, bezogen auf die Ausgangskonzentration. Deutlich zu erkennen ist der sehr
viel gleichmdfligere Verlauf der TC-Konzentration beim Stapelmist beider
Konzentrationsstufen. Nach dem starken TC-Abbau in den ersten elf Tagen nach
Aufsetzen des Mistes zeigt die Kurve nur noch geringe Schwankungen. Die TG
Konzentration im Rottemist dagegen weist starke Schwankungen {iber die gesamte
Lagerungsdauer auf. In der Tendenz ist zwar ein TC-Abbau beim Rottemist zu erkennen,

jedoch nicht so gleichmifBig wie beim Stapelmist.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass eine reprasentative Probennahme beim locker
geschichteten Rottemist offensichtlich nicht in der Form moglich war wie beim

komprimierten Stapelmist.
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Abbildung 16: Verlauf der relativen Tetrazyklin (TC)-Konzentration (%) bei Rotte (RM)-
bzw. Stapelmist (SM) iiber die dreimonatige Lagerung, bezogen auf die
Trockensubstanz (%)

4.1.2 Experiment 2

Im zweiten Experiment zur Persistenz von Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist wurden
eine einheitliche TC-Konzentration sowie die Lagerungsvarianten Rotte- bzw. Stapelmist
(siche Kapitel 3.2.2) gewihlt. Die Lagerdauer war um 29 Tage kiirzer als in Experiment 1.
Wie in Experiment 1 wurde der Rottemist locker in die Komposter eingeschichtet,
wéhrend der Stapelmist komprimiert eingelagert wurde. Tabelle 21 zeigt die
Ausgangsbedingungen im Festmist zu Beginn der Lagerung die Kenngrélen nach

Lagerungsende sind in

Tabelle 22 aufgefiihrt. Durch das Verdichten wurden etwa 10kg mehr Mist in die
Stapelmist-Varianten eingefiillt. Experiment 2 zeigte eine Besonderheit, da der Festmist
schon eine Grundbelastung von 5,7 mgkg' Tetrazyklin aufwies. Beim ersten
Probennahmetermin nach 14 Tagen Lagerdauer konnte in den Kontrollen jedoch kein TC
mehr nachgewiesen werden. Da diese Konzentration deutlich unter der kiinstlich
eingestellten Konzentration lag, waren keine hemmenden Effekte auf Mikroorganismen
durch das Tetrazyklin im Festmist zu erwarten. Somit wird weiterhin von unbelasteten

Kontrollen gesprochen im Gegensatz zu den behandelten Varianten.
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Tabelle 21: StoffkenngroBen wie Stickstoff- (N), Kohlenstoff- (C), organischer
Substanzgehalt (OS) des im Experiment 2 eingesetzten Masthdhnchen-
festmistes zu Beginn der Lagerung (in % bezogen auf den TS-Gehalt)

Stoffkenn- Lagerungsvarianten
groflen Kontrolle Rottemist Stapelmist

RM SM 1 2 3 1 2 3
TS (%) 54,1 53,5 52,4 54,7 51,8 53,1 54,2 58,1
N (%) 6,3 6,3 6,3 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2
C (%) 43,2 43,2 43,0 43,4 43,5 42.8 43,6 433
OS (%) 87,5 87,5 87,7 88,3 88,1 88,1 87,7 87,7
C/N 6,9:1 6,9:1 6,8:1 7,0:1  7,0:1 6,9:1 7,0:1 7,0:1
TC (mg kg’l) 5,7 5,7 54,7 47,3 51,2 56,3 39,3 35,2
Mist (kg)' 91,2 105,1 100,0 89,7 89,9 100,1 102,1 102,5
‘ = Frischmist
SM = Stapelmist
RM = Rottemist
TC = Tetrazyklin

Tabelle 22: StoffkenngroBen wie Stickstoff- (N), Kohlenstoff- (C), organischer
Substanzgehalt (OS) des im Experiment 2 eingesetzten Masthdhnchen-
festmistes am Ende der Lagerung (in % bezogen auf den TS-Gehalt)

Stoffkenn- Lagerungsvarianten

groflen Kontrolle Rottemist Stapelmist
RM SM 1 2 3 1 2 3

TS (%) 46,4 61,3 58,6 52,2 61,5 69,3 67,9 54,8

N (%) 6,1 6,7 5,0 5,7 5,5 6,6 7,1 6,1

C (%) 38,4 39,7 37,8 37,6 38,0 39,4 38,2 39,2

OS (%) 81,5 82,6 76,9 79,1 79,9 82,0 82,5 83,4

C/N 6,3:1 5,9:1 7,5:1 6,6:1 6,9:1 6,0:1 5.4:1 6,4:1

TC (mgkg") 0,0 0,0 7,4 1,7 5,6 4,1 2,2 1,8

SM = Stapelmist

RM = Rottemist

TC = Tetrazyklin

Der Trockensubstanzgehalt erhohte sich bei einigen Kompostern im Verlauf der Lagerung;
allerdings ist zu beachten, dass der Festmist kontrolliert bewéssert wurde, was die fiir die
Kompostierung notwendige Materialfeuchte gewihrleisten sollte. Die Ergebnisse werden

im Folgenden auf die Trockensubstanz bezogen dargestellt, um dieser externen
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Wasserzufuhr Rechnung zu tragen. Im Mittel wurden im Rottemist etwa 3 % mehr
organische Substanz abgebaut als im Stapelmist, und auch der Kohlenstoffanteil ging im
Rottemist etwas stirker zuriick. Das C:N-Verhéltnis verlief bei allen Vananten parallel.
Der pH-Wert verlief fiir eine Kompostierung sehr typisch: anfangs lag derpH-Wert bei ca.

5,3 im Festmist, um dann im Verlauf der Lagerung bis auf etwa 8,5 anzusteigen.

Temperaturverlauf

Abbildung 17 zeigt den mittleren Temperaturverlauf bei Rotte- und Stapelmist. Die
Temperatur im Rottemist lag bis zum Umsetztermin nach vier Wochen Lagerdauer
geringfligig hoher als die des Stapelmistes, nach dem Umsetzen jedoch fiel die Temperatur
im Rottemist steiler ab als im Stapelmist. Insgesamt lag die Temperatur im Stapelmist nach
dem Umsetzen gleichméBig auf einem hoheren Niveau im Vergleich zum Rottemist und
zeigte weniger Schwankungen (siche Anhang, Tabelle 35). Ein Vergleich der
Wochenmittelwerte ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf den

Temperaturverlauf der jeweiligen Lagerungsart.
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Abbildung 17: Mittlerer Temperaturverlauf (°C) des Substrats fiir die Lagerungsvarianten
Rottemist und Stapelmist wihrend der zweimonatigen Lagerung,
Experiment 2
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Uber die gesamte Lagerungsperiode wiesen die Kontrollen ohne TC-Belastung eine hohere

Temperatur auf als die Varianten mit TC (Abbildung 18). Dieser vor allem gegen Ende der

Lagerung auftretende Effekt war jedoch statistisch nicht abzusichern.

Tetrazyklinkonzentration

Abbildung 19 stellt den Verlauf der relativen TC-Konzentration beider Lagerungsvarianten

iiber den Lagerungszeitraum in Beziehung zur mittleren Lagerungstemperatur dar. Der

stiarkste TC-Abbau erfolgte innerhalb der ersten 14 Tage. In diesem Zeitraum erfolgte ein

Temperaturanstieg von 22 °C auf etwa 48 °C im Festmist.
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Abbildung 19: Verlauf der relativen Konzentration an Tetrazyklin (TC) (%) (mit
Standardabweichung 1, Mittelwert aus drei Messwerten) in den Varianten
Rotte- und Stapelmist iiber die zweimonatige Lagerung, bezogen auf
Trockensubstanz (%)

Die nachweisbare TC-Konzentration ging im Rottemist von 51,1 mg kg auf 11,2 mg kg
zuriick (ca. 78 % Abbau); im Stapelmist betrug der Riickgang ca. 90 % (von 43,6 mg kg™
auf 4,3 mg kg") (siche Anhang, Tabelle 37). Rottemist zeigte gegeniiber Stapelmist keinen
Unterschied im Verlauf des TC-Abbaus mit Ausnahme der schon in Experiment 1
beobachteten Schwankungen im Konzentrationsverlauf. Diese Variabilitidt wird besonders
an Tag 43 deutlich (8,0 mg kg gegeniiber 3,4 mg kg an Tag 29). Insgesamt waren am
Ende der zweimonatigen Lagerungszeit im Rottemist noch durchschnittlich 4,9 mg kg™ TC
(9,6 % der Ausgangskonzentration) und im Stapelmist noch im Mittel 2,7 mgkg' TC
(6,2 % der Ausgangskonzentration) nachweisbar. Eine Umrechnung des TC-Gehalts auf
den Kohlenstoffgehalt der Probe fiihrte vor allem in der Rottemistvariante zu einer

Glattung des Konzentrationsverlaufs (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Verlauf der relativen Konzentration (mit Standardabweichung T,
Mittelwert aus drei Messwerten) an Tetrazyklin (TC) (%) in den Varianten
Rotte- und Stapelmist (bezogen auf den Trockensubstanzgehalt) {iber die
zweimonatige Lagerung, bezogen auf Kohlenstoff

4.2 Nachweis ausgewihlter Tetrazykline und Sulfonamide in Schweinegiille

4.2.1 Screening anonymer Schweinegiilleproben 1999/2000

Insgesamt 168 Proben von unterschiedlichen landwirtschaftlichen Schweineproduktions
betriecben wurden auf den Gehalt an drei Tetrazyklinen (Tetrazyklin, Oxy- und
Chlortetrazyklin) und zwei Sulfonamiden (Sulfadiazin, Sulfamethazin) untersucht. Die
Proben wurden anonym gehandhabt, es war keinerlei Zuordnung zu einzelnen Betrieben
moglich. Lediglich die Stickstoff- und Trockensubstanzgehalte der Giilleproben waren
bekannt (Tabelle 23).

Der mittlere TS-Gehalt der Proben betrug 4,9 % (Min: 0,5 %; Max: 14,7 %) und der
mittlere N-Gehalt 0,5 % (Min: 0,1 %; Max: 1,0 %).
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Tabelle 23: Trockensubstanz- (TS) und Stickstoffgehalte (N) der Schweinegiilleproben

1999/2000
Proben 1999/2000 TS-Gehalt (%) N-Gehalt (%)
Minimum 0,5 0,1
Maximum 14,7 1,0
Mittelwert 4.9 0,5
Standardabweichung 3,1 0,2
Median 3,8 0.4

In etwa einem Drittel der Proben (35,1 %) waren keine Riickstinde der ausgewihlten
Wirkstoffe oberhalb der jeweiligen Bestimmungsgrenzen nachweisbar. Eine Probe enthielt
alle fiinf untersuchten Antibiotika; dies entspricht 0,6 % aller Proben. 1,8 % enthielten vier
der Antibiotika, in 11,9 % konnten drei Substanzen nachgewiesen werden. 23,9 % der
Proben enthiclten zwei Antibiotika und 26,9 % mindestens einen Wirkstoff. Die

Analyseergebnisse sind in Tabelle 24 aufgelistet (siche Anhang, Tabelle 38):

Tabelle 24: Ergebnisse des Screenings von Schweinegiilleproben 1999/2000

Wirkstoff Anteil in den Proben Zahl der Antibiotika Anteil (%)
(%) je Probe

Tetrazyklin 38,7 0 35,1

Oxytetrazyklin 0,6 1 26,8

Chlortetrazyklin 15,5 2 23,8

Sulfadiazin 8,3 3 11,9

Sulfamethazin 57,1 4+5 2.4

Die am stérksten vertretenen Wirkstoffe waren Tetrazyklin und Sulfamethazin mit einem
Anteil an den Gesamtproben von 38,7 bzw. 57,1 %. Sulfamethazin wies einen Median der
positiven Proben von 4,3 mgkg' und einen Maximalbefund von 62,1 mgkg' auf. Der
Anteil von Sulfamethazin an den Gesamtproben lag bei 57,1%. Sulfadiazin wies einen
Median von 2,9mgkg' auf und hatte einen Anteil von 8,3% der Proben. Die
Minimalwerte aller untersuchten Wirkstoffe wurden durch die jeweilige Nachweisgrenze
bestimmt. Tetrazyklin wies den héchsten Medianwert der positiven Proben mit 5,5 mg kg
auf. Oxytetrazyklin konnte lediglich in einer einzigen Probe nachgewiesen werdenin einer

Konzentration von 4,8 mgkg'. Fiir Chlortetrazyklin konnte mit einem Maximum von
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330,7 mg kg der hochste Einzelwert gemessen werden. Diese hohen Konzentrationen
wurden jedoch nur in wenigen Proben nachgewiesen, fiir den groBten Teil der Proben

liegen die gemessenen Gehalte weit unter 80 mg kg™ (Abbildung 21).

80 1
60 - °
TOD
-~
z _
£ .
g 40 -
.g Py ®
[ ]
: .
N
20 A T
0 & : L) .

Tetrazyklin Chlortetrazyklin Sulfadiazin ~ Sulfamethazin

n—65 n—-25 n—13 n=-96

Abbildung 21: Ergebnisse des Screenings 1999/2000 fiir vier ausgewéhlte Antibiotika in
Schweinegiilleproben (n=168). Box-Whisker-Plot zeigt Median
(Querstrich), 10 %, 25 %, 75 % und 90 % Perzentil mit Fehlerbalken. Die
Punkte stellen die Einzelwerte auB3erhalb des 10 % und 90 % Perzentils
dar. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind zwei Ausreiferwerte fiir
Chlortetrazyklin (330,7 mg kg™') bzw. Sulfadiazin (235,1 mg kg') nicht
dargestellt.

In den meisten Proben lagen die TS-Gehalte zwischen weniger als 3 % und 6 % vor.
Erwartungsgemal korrelierte der N-Gehalt stark positiv mit dem TS-Gehalt (r = 0,83). Mit
hoherem TS-Gehalt stieg der Anteil wirkstoffhaltiger Proben an. Zum Beispiel enthielten
67 % der Proben mit einem TS-Gehalt zwischen 3 und 6 % mindestens ein Antibiotikum,
wihrend dieser Anteil in der Klasse der Proben mit einem TS-Gehalt grofler 9 % schon
81 % betrug (Tabelle 25). Bei Tetrazyklin als auch bei Chlortetrazyklin fiel ein Anstieg der
mittleren Konzentration bis zu einem TS-Gehalt von 9 % auf (von 4,3 auf 8,1 mg kg™ bei
TC und von 4,3 auf 6,1 mg kg™ bei CTC). Dieser Trend setzte sich ab einem TS-Gehalt der
Proben von 9% jedoch nicht fort; bspw. fiir Tetrazyklin konnte eine mittlere

Konzentration in den positiven Proben der Klasse > 9 % von nur noch 3,9 mgkg"
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gemessen werden. Bei Sulfadiazin zeigte sich ein deutlicherer Trend: hier stieg die mittlere
Konzentration von der untersten bis zur obersten TS-Klasse von 2,1 bis auf 9,1 mg kg™ an.
Fiir Sulfamethazin dagegen war dieser Trend nicht nachweisbar. Trotz dieser Hinweise auf
eine mogliche Abhingigkeit zwischen erhohtem TS-Gehalt und steigender
Antibiotikakonzentration war fiir keine der untersuchten Substanzen ein signifikanter

Unterschied zwischen den TS-Klassen feststellbar (Kruskall-Wallis-Test; p > 0,05).

Tabelle 25: Verteilung der Schweinegiilleproben und der nachgewiesenen Antibiotikain
vier Trockensubstanzklassen (TS), Screening 1999/2000 (Median der
positiven Proben)

Kategorie TS-Klassen

<3% >3-6% =26-9% >9 %
Anzahl der Proben 53 60 31 21
Anzahl der positiven Proben 26 40 25 17
Anteil der positiven Proben (%) 49,1 66,7 80,6 81,0
Median Tetrazyklin (mg kg™) 4,3 6,1 8,1 3,9
Median Oxytetrazyklin (mg kg™) 4,8 - - -
Median Chlortetrazyklin (mg kg™) 4,3 4,0 6,1 6,0
Median Sulfadiazin (mg kg™) 2,1 3,5 4,0 9,1
Median Sulfamethazin (mg kg™) 5,4 4,0 3,6 6,7
O TS (%) 1,9 4,2 7,2 11,1
O N (%) 0,3 0,5 0,6 0,8

4.2.2 Screening anonymer Schweinegiilleproben 2001/2002

Fiir das Screening im Winterhalbjahr 2001/2002 standen 176 anonyme
Schweinegiilleproben zur Verfiigung. Der durchschnittliche TS-Gehalt der Proben betrug
5,0 % (Min: 0,7 %; Max: 16,8 %) und der durchschnittliche N-Gehalt 0,5 % (Min: 0,3 %;
Max: 1,1 %) (Tabelle 26).
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Tabelle 26: Trockensubstanz- (TS) und Stickstoffgehalte (N) der Schweinegiilleproben

2001/2002
Proben 2001/2002 TS-Gehalt (%) N-Gehalt (%)
Minimum 0,7 0,2
Maximum 16,8 1,1
Mittelwert 5,0 0,5
Standardabweichung 2.9 0,2
Median 4,3 0,5

In 12,5 % der Proben waren keine Riickstinde der ausgewihlten Wirkstoffe oberhalb der
jeweiligen Bestimmungsgrenzen nachweisbar (Tabelle 27). Zwei Proben enthielten alle
fiinf Antibiotika (1,1 % der Proben), 2,8 % der Proben wiesen vier Antibiotika auf. In
18,2 % der Proben konnten mindestens drei Antibiotika nachgewiesen werden, ein Viertel

der Proben allerdings enthielten zwei Wirkstoffe (25,0 %) bzw. ein Antibiotikum (40,3 %).

Tabelle 27: Ergebnisse des Screenings von Schweinegiilleproben 2001/2002

Wirkstoff Anteil in den Proben Zahl der Antibiotika Anteil (%)
(%) je Probe

Tetrazyklin 49,4 0 12,5

Oxytetrazyklin 5,1 1 40,3

Chlortetrazyklin 10,2 2 25,0

Sulfadiazin 48,9 3 18,2

Sulfamethazin 49,3 4+5 39

Neben dem héufigen Nachweis von Tetrazyklin (49,4 %) und Sulfamethazin (49,3 %) lag
in diesem Probensatz auch Sulfadiazin in vergleichbarer Gréenordnung vor (48,9 %)
(Tabelle 27). Tetrazyklin wies den hochsten Medianwert der positiven Proben mit
7,3 mg kg'I auf. Oxytetrazyklin konnte in 5,1 % der Proben mit einem Maximalwert von
136,2 mg kg nachgewiesen werden. 10,2 % der Proben enthielten Chlortetrazyklin mit
einem Median der positiven Proben von 5,6 mgkg'. Im Gegensatz dazu stehen die
Sulfonamide, fiir die mit 3,4 mg kg (Sulfadiazin) bzw. 3,8 mg kg (Sulfamethazin) eine
deutlich geringere mittlere Konzentration (Median der positiven Proben) ermittelt wurde

(siehe Anhang, Tabelle 39). Abbildung 22 stellt die Ergebnisse grafisch dar.
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Abbildung 22: Ergebnisse des Screenings 2001/2002 fiir die Antibiotika Tetrazyklin (TC),
Oxytetrazyklin (OTC), Chlortetrazyklin (CTC), Sulfadiazin (SD) und
Sulfamethazin (SM) in Schweinegiilleproben (n=176). Box-Whisker-Plot
zeigt Median (Querstrich), 10 %, 25 %, 75 % und 90 % Perzentil mit
Fehlerbalken. Die Punkte stellen die Einzelwerte auflerhalb des 10 % und
90 % Perzentils dar. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind zwei
Ausreiflerwerte fiir OTC (136,2 mg kg™") bzw. SM (167,0 mg kg™") nicht
dargestellt.

Auch im Probennahmejahr 2001/2002 lag der TS-Gehalt in der iiberwiegenden Zahl der
Proben zwischen weniger als 3 bis 6 %. In diesen beiden TS-Klassen befanden sich 38
bzw. 61 der mit mindestens einem Antibiotikum bzw. zwei Wirkstoffen belasteten Proben
(76,0 bzw. 89,7 %). Im Bereich ab 9 % TS-Gehalt enthielten immerhin noch 85 % der
Proben dieser Klasse mindestens ein Antibiotikum (Tabelle 28). Erwartungsgemal

korrelierte der N-Gehalt wieder stark positiv mit dem TS-Gehalt (r = 0,77).

Bei Tetrazyklin fiel ein Anstieg der mittleren Konzentration bis zu einem TS-Gehalt von
9 % auf (von 3,8 auf 9,2 mg kg™). Dieser Trend setzte sich ab einem TS-Gehalt der Proben
von 9 % jedoch nicht fort; fiir Tetrazyklin konnte nur noch eine mittlere Konzentration in
den positiven Proben der Klasse groBer 9 % TS von 8,6 mg kg gemessen werden. Die
mittlere Konzentration (Median) von Chlortetrazyklin dagegen stieg mit jeder TS-Klasse
an; von 1,6 bei unter 3 % TS bis zu 10,4 mg kg'I bei einem TS-Gehalt von iiber 9 % in den

Proben. Bei Sulfadiazin erhohte sich die mittlere Konzentration mit steigendem TS-Gehalt
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der Proben von 2,8 auf 5,9mgkg”. Fiir Sulfamethazin und Oxytetrazyklin war dieser
Trend nicht nachweisbar, die mittleren Konzentrationen unterschieden sich zwischen den

TS-Klassen kaum.

Tabelle 28: Verteilung der Schweinegiilleproben und der nachgewiesenen Antibiotikain
vier Trockensubstanzklassen (TS), Screening 2001/2002 (Median der
positiven Proben)

Kategorie TS-Klassen
<3% 23-6% =26-9% >9 %

Anzahl der Proben 50 68 36 20
Anzahl d. positiven Proben 38 61 36 17
Anteil d. positiven Proben (%) 76,0 89,7 100,0 85,0
Median Tetrazyklin (mg kg™) 3,8 6,9 9,2 8,6
Median Oxytetrazyklin (mg kg™) - 14,8 2,6 6,6
Median Chlortetrazyklin (mg kg™) 1,6 5,4 6,2 10,4
Median Sulfadiazin (mg kg’l) 2,8 3.5 3.5 5.9
Median Sulfamethazin (mg kg™) 3,0 3,7 3,9 3,7
O TS (%) 2,0 4,4 7,1 10,9
O N (%) 0,3 0,5 0,6 0,8

Diese Ergebnisse lieBen sich statistisch absichern: fiir Tetrazyklin, Chlortetrazyklin und
Sulfadiazin war ein signifikanter Unterschied zwischen den TSKlassen feststellbar
(Kruskall-Wallis-Test; p < 0,05). Die mittlere Konzentration von Tetrazyklin (Median) der
TS-Klasse unter 3 % TS unterschied sich signifikant von den restlichen drei TS-Klassen
(p < 0,01 bei den TS-Klassen unter 3 % und bis 6 %; p < 0,001 bei den TS-Klassen unter
3% und ab 6 % bis iliber 9 % TS-Gehalt), bei Chlortetrazyklin bestand ein statistisch
abgesicherter Unterschied zwischen der TS-Klasse von unter 3 % bis unter 9 % (p < 0,05)
(Tabelle 29).

Fiir die mittlere Konzentration von Sulfadiazin in den Proben bestand ein signifikanter
Unterschied lediglich zwischen der TS-Klasse unter 3 % TS und iiber 9 % TS (p < 0,01).
Entsprechend der Signifikanzniveaus von p < 0,05, p < 0,01 und p < 0,001 wurden ein bis

drei Sternchen vergeben.
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Tabelle 29: Signifikante Effekte zwischen den einzelnen Trockensubstanz (TS)-Klassen
der Schweinegiilleproben 2001/2002 beziiglich verschiedener Antibiotika
(Mann-Whitney-U-Test)

Antibiotika Gruppenkombinationen der TS-Klassen

1+2 1+3 1+4 2+3 2+4 3+4
TC *x ok ok 0,406 0,095 0,539
CTC * * 0,077 0,228 0,439 0,795
SD 0,062 0,169 ok 0,916 0,104 0,244
p<0,05=%*p<0,01=%*p<0,00] = ***
TS-Klassen: 1=<3%;2=>3-6%:;3=>6-9%;4=>9%

TC = Tetrazyklin; CTC = Chlortetrazyklin; SD = Sulfadiazin

4.3 Modellversuche zur Mobilitit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in Boden

4.3.1 Verlagerbarkeit im Kick-Brauckmann-Gefif3

Bei der Analyse dieser Sickerwasserproben stand aufgrund der Versuchsanstellung je
Fraktion nur ein Probevolumen von 50ml zur Verfiigung. Daraus ergab sich ein
Anreicherungsfaktor von 1:25 und eine Anhebung der Bestimmungsgrenze auf 2ug ™' bei

Tetrazyklin und 6 pg 1" bei Sulfadiazin (siehe Kapitel 3.1.3).

4.3.1.1 Starkregensimulation nach 48 Stunden

Sickerwasser

In den unter humosem Sandboden sowie lehmigem Schluff gewonneren Wasserproben
konnten weder Tetrazyklin noch Sulfadiazin oberhalb der Bestimmungsgrenze von 2 bzw.
6 ug 1" nachgewiesen werden. Dagegen wies das Sickerwasser unter Nullerde bei zwei
GefiBen Tetrazyklin in Konzentrationen zwischen 2 und 10 ug 1" auf (Abbildung 23).

Sulfadiazin war ebenfalls nicht nachweisbar.
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Abbildung 23: Tetrazyklin (TC)-Konzentrationen in den Sickerwasserfraktionen FIV (je
Fraktion 100 ml) der Variante Nullerde/Torf, Starkregenereignis 48
Stunden nach Giilleaufbringung (Gefal3 2 aufgrund Negativbefund nicht

dargestellt)

Die in Tabelle 30 aufgelisteten Ergebnisse (um die Wiederfindung korrigiert) wurden
durch Untersuchungen des Referenzlabors (Zentrumsabteilung fiir
Lebensmitteltechnologie und -toxikologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover) in der

GroBenordnung bestitigt (siche Anhang, Tabelle 40).
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Tabelle 30: Gehalte an Tetrazyklin (TC) und Sulfadiazin (SD) (ug 1) im Sickerwasser (je
Fraktion 100 ml) bei Beregnung 48 Stunden nach Giilleaufbringung

Varianten 1. Fraktion 2. Faktion 3. Fraktion 4. Fraktion
TC SD TC SD TC SD TC SD
Humoser Sand
Gefa 1 (KT) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 2 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
GefaB3 3 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Lehmiger Schluff
GefaB 1 (KT) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 2 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 3 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
GefaB3 4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Nullerde/ Torf
Gefal 1 (KT) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 2 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gefal3 3 3,3 n.n. 8,2 n.n. 1,6 n.n. 2,5 n.n.
Gefal} 4 4.9 n.n. 3,3 n.n. 49 n.n. 4,1 n.n.

kursiv: Wert unterhalb Bestimmungsgrenze von 2 ug I, durch Referenzlabor bestitigt
n.n.: nicht nachweisbar

KT = Kontrolle

TC = Tetrazyklin; SD = Sulfadiazin

Boden

Die Analyse der Bodenproben der Kontrollvarianten, also der weder mit Giille noch mit
Wirkstoff behandelten Gefdlle, ergab keine Tetrazyklin und Sulfadiazinkonzentration
oberhalb der Bestimmungsgrenze von 1pgkg”' Boden (Nachweis durch Referenzlabor).
Bei gleicher aufgebrachter Wirkstoffmenge lagen nach Starkregensimulation 48 Stunden
nach Giilleaufbringung deutlich unterschiedliche TC-Gehalte in den verschiedenen Boden
vor (Abbildung 24). Aus technischen Griinden konnte das Ergebnis der Bodenprobe aus
Gefal} 2, lehmiger Schluff, nicht in die Auswertung eingehen.

Wihrend Nullerde die geringsten Werte mit durchschnittlich 287ug kg™ im Ober- und
160 pg kg im Unterboden aufwies, wurden die hochsten Konzentrationen beim lelmigen
Schluff mit durchschnittlich 8773 pgkg” im Ober- und 1505 pgkg' im Unterboden

gefunden; der humose Sandboden nahm eine Mittelstellung ein (@ Oberboden:
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2898 pgkg'; @ Unterboden: 621 ugkg') (siche Anhang, Tabelle 41). Aber auch
innerhalb der Bodenarten sind hohe Konzentrationsschwankungen zu verzeichnen. Am
stirksten ist dies beim humosen Sandboden der Fall; hier reicht im Oberboden die Spanne

von 1757 pg kg bis 2190 pg kg™ und im Unterboden von 238 pg kg™’ bis 1338 ng kg™

10000

8000
1 12-24 cm
4000 A
2000 h
0 -

hS2 hS3 hS4 U3 U 4 N2 N3 N4
Humoser Sand Lehmiger Schluff Nullerde

TC-Konzentration (ug kg’l)

Abbildung 24: Mittlere Tetrazyklin (TC)-Konzentration in den oberen 0-12 cm und den
unteren 12-24 cm der Versuchsboden (hS = humoser Sand; 1U = lehmiger
Schluff; N = Nullerde) je Gefdl}; Starkregenereignis 48 Stunden nach
Giilleaufbringung (Gefal3 1U 2 ist nicht dargestellt)

Sulfadiazin wurde im Oberboden in Konzentrationen von 18pg kg (Nullerde/ Torf) bis
iiber 330 ugkg' (humoser Sand) nachgewiesen (Abbildung 25). Anders als bei
Tetrazyklin liel sich bei Sulfadiazin im humosen Sandboden deutlich mehr Wirkstoff
nachweisen (@ 208 pg kg™ als im lehmigen Schluff (@ 66 pg kg'") oder im Torfboden, wo
die geringste Sulfadiazinkonzentration gemessen werden konnte (& 28pgkg™") (siche
Anhang, Tabelle 42). Insgesamt liegen die Sulfadiazingehalte jedoch in allen Boden trotz
vergleichbarer Dosierung deutlich unter den Tetrazyklingehalten. Fiir Sulfadiazin wurde

nur eine geringe Verlagerungswahrscheinlichkeit angenommen, daher entfiel die

Probennahme in Bezug auf den Unterboden.
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Abbildung 25: Mittlere Sulfadiazin (SD)-Konzentration in den oberen 0-12 cm der
Versuchsboden (hS = humoser Sand; 1U = lehmiger Schluff; N = Nullerde)
je Gefal3; Starkregenereignis 48 Stunden nach Giilleaufbringung

4.3.1.2 Starkregensimulation nach 10 Wochen

Sickerwasser

Zehn Wochen nach Versuchsansatz wurde wie oben beschrieben bei den verbleibenden 24
GefaBlen eine Beregnung durchgefiihrt und das Sickerwasser fraktioniert aufgefmgen. In
allen untersuchten Sickerwasserfraktionen konnten weder Tetrazyklin noch
Sulfadiazinkonzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze von 2 bzw. 6pgl’

nachgewiesen werden.

Boden

Im Vergleich zur Beregnung 48 Stunden nach Versuchsansatz war nach zzhn Wochen ein
deutlicher Konzentrationsriickgang in den Antibiotikagehalten der Boden zu verzeichnen.
So wies der humose Sand im Oberboden mit durchschnittlich 553 pg kg Tetrazyklin ca.
20 % der frither ermittelten Konzentration auf (Abbildung 26). Noch stirker fiel der
Konzentrationsriickgang beim Oberboden des lehmigen Schluffs aus: hier waren nach zehn
Wochen nur noch durchschnittlich 1,5% TC (128 pg kg') nachweisbar. Dieser Effekt war
fiir Tetrazyklin ausgeprigter als fiir Sulfadiazin (Abbildung 27). Letzteres konnte aber
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bereits nach 48 Stunden nur in sehr viel geringerer Konzentration im Vergleich zu TC
nachgewiesen werden.

Tetrazyklin zeigte weiterhin starke Konzentrationsschwankungen innerhalb der Bdalen,
besonders im Oberboden (z.B. lehmiger Schluff: von 17 ug kg™ bis zu 340 pg kg'). Diese
Schwankungen traten aber auch im Unterboden auf, bspw. beim Torfbode. Hier wies das
GefdB 12 nach zehn Wochen kein Tetrazyklin auf, das GefiB 11 dagegen 81 ugkg'. Es
waren jedoch weiterhin hohere TC-Gehalte im Ober- als im Unterboden zu verzeichnen;

das Verhiltnis der Konzentrationen in Ober und Unterboden blieb nahezu gleich (siehe

Anhang, Tabelle 41).

Die mittleren Sulfadiazingehalte lagen nach zehn Wochen deutlich unter denen, die 48
Stunden nach Versuchsansatz ermittelt wurden. Im humosen Sand konnten etwa 15 % und
im lehmigen Schluff 19 % gemessen werden. Am geringsten war der Riickgang der

Sulfadiazingehalte im Torfboden; hier waren nach zehn Wochen noch 77 % im Boden

nachweisbar (siche Anhang, Tabelle 42).
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Abbildung 26: Mittlere Tetrazyklin (TC)-Konzentration in den oberen 0-12 ¢cm und den
unteren 12-24 cm der Versuchsboden (hS = humoser Sand; IU = lehmiger
Schluff; N = Nullerde) je Gefial3; Starkregenereignis zehn Wochen nach

Giilleaufbringung
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Abbildung 27: Mittlere Sulfadiazin (SD)-Konzentration in den oberen 0-12 cm der
Versuchsboden (hS = humoser Sand; U = lehmiger Schluff; N = Nullerde)
je Gefal; Starkregenereignis zehn Wochen nach Giilleaufbringung

4.3.2 Verlagerbarkeit im bewirtschafteten Grofllysimeter

4.3.2.1 Tetrazyklin

Sickerwasser — Versuchsjahr 1

Ingesamt fielen im Probennahmezeitraum 2001 unter Mais 299 und unter Roggen 216
Proben an. Die Analyse der Wasserproben erfolgte zundchst chronologisch. Bei allen
Lysimetern erfolgte die Sickerwasseruntersuchung bis zur 37. KW. Die Wasserproben
ausgewdhlter Lysimeter (Kriterien: positiver TC-Nachweis; TC-Gaben > 40 mg je
Lysimeter) wurden zusitzlich bis einschlieBlich der 50. KW analysiert. Dieses Verfahren
hatte zur Folge, dass 82 % der Wasserproben unter Mais und 67 % der Wasserproben unter

Roggen analysiert wurden.

In den analysierten Sickerwasserproben unter Roggen (n=145) konnte kein Tetrazyklin
oberhalb der Bestimmungsgrenze von 1 ug 1™ nachgewiesen werden. Dagegen wurde in 4
von 245 analysierten Sickerwissern unter Mais eine TC-Konzentration oberhalb 1 pg 1" in
GroBenordnungen von 1 bis 3 pg 1" ermittelt. Diese vier Befunde traten ausschlieBlich in

den ersten vier Wochen nach der Giilleapplikation auf (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Tetrazyklin (TC)-Gehalte (ng ") im Sickerwasser unter Mais in den ersten
vier Wochen nach Giilleausbringung, Durchgang 2001 (1 = humoser Sand I;
2 = humoser Sand II)

Lysimeter- Bodenart TC-Menge 1.Woche 2.Woche 3. Woche 4. Woche

Nr./ (mgkeg')  (19.KW) (20.KW) (1.KW) (22.KW)
1 1 0,0 - - - -
25 1 0,0 - - - -
2 1 22,5 1,3 - - -
26 1 22,5 - - - -
3 1 0,0 - - - -
27 1 0,0 - - - -
4 1 45,0 - - - -
28 1 45,0 - - - -
13 1 67,2 - - - 3,1
35 1 67,2 - - - -
49 1 67,3 - - - -
61 1 67,3 - - - -
58 2 134,6 - - 0,9 -
65 2 134,6 _ - 1,2 _

kursiv: Wert unterhalb Bestimmungsgrenze von 1 ug I'', aber durch Referenzlabor bestitigt
- = kein Befund

Die Referenzmessung durch die Zentrumsabteilung fiir Lebensmitteltechnologie und -
toxikologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover bestitigte die gemessenen

Konzentrationen in vergleichbarer Grof3enordnung (sieche Anhang, Tabelle 43).

Wie aus den Abbildung 28 und Abbildung 29 hervorgeht, traten die positiven TC-Befunde
jeweils in Wochen mit nur geringem Sickerwasseranfall auf. Lysimeter 2 und 13 waren mit
humosem Sand (1) befiillt, Lysimeter 58 und 65 dagegen mit einem humosem Sand (2)

anderer Herkunft.

Sickerwasser — Versuchsjahr 2

Im zweiten Versuchsjahr erfolgte die Probennahme aufgrund der Erfahrungen aus dem
Vorjahr bis zur 40. KW (Maisernte). Auf diese Weise fielen unter Mais 65 und unter
Roggen 91 Wasserproben an, die samtlich auf Tetrazyklin untersucht wurden. In keinem
Fall konnte Tetrazyklin im Sickerwasser i einer Konzentration oberhalb 1pugl’

nachgewiesen werden.
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Sickerwasser (1)

Abbildung 28:

Sickerwasser (1)

Abbildung 29:
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Sickerwasseranfall unter Lysimeter 2 und 13 (humoser Sand 1), Mais,
Durchgang 2001, Tetrazyklin (TC)-Befund: 19. Kalenderwoche (Lysimeter
2) und 22. Kalenderwoche (Lysimeter 13)
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Sickerwasseranfall unter Lysimeter 58 und 65 (humoser Sand 2), Mais,

Durchgang 2001, Tetrazyklin (TC)-Befund: 21. Kalenderwoche (Lysimeter
58 und Lysimeter 65)
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Boden

Bodenproben der Nullvarianten bestétigten, dass die Lysimeter vor der TGApplikation
kein Tetrazyklin enthielten. Dagegen konnte als Nebenbefund Chlortetrazyklin in
unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen werden, was auf die Verwendung CTC-
haltiger Giille in den Vorjahren schlieen lédsst (siche Anhang, Tabelle 46). Trotz der CTC-
Konzentration in Hohe von 2 bis maximal 25,9 pg kg wurde jedoch in keinem Fall CTC
im Sickerwasser gefunden. Im Folgenden sind die Bodenergebnisse ausgewéhlter

Lysimeter in Abhingigkeit von der Fruchtart dargestellt (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Verlauf der Tetrazyklin (TC)-Konzentration im Boden bei ausgewihlten
Lysimetern, Fruchtart Roggen, Zeitraum Friithjahr 2001 bis Herbst 2002

Die anfangs nachweislich unbelasteten Boden zeigten bei wiederholter Giille und somit
Wirkstoffgabe eine ansteigende Tendenz hinsichtlich der TC-Gehalte. Der Boden von
Lysimeter 33 wies z.B. im Mai 2001 nach der ersten TC-Applikation 59 ug kg™ auf; nach
erneuter TC-Applikation in gleicher Hohe im darauf folgenden Mai 2002 konnten
96 pg kg festgestellt werden. Im Zeitraum Frithjahr 2001 bis Mérz 2002 wurde offenbar
nicht die gesamte TC-Menge im Boden abgebaut, so dass mit erneuter Wirkstoffgabe im
April 2002 die TC-Konzentration den Vorjahreswert iiberstieg. Bei den Lysimetern mit der
Fruchtart Roggen dnderte sich die TC-Konzentration im Boden ab der zweiten TC-Gabe

bis zum Oktober 2002 nur unwesentlich. Dieser Effekt kann durch die Probennahme
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bedingt sein, allerdings zeigte er sich auch bei zwei Lysimetern mit Mais (Lysimeter 4 und

35) (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Verlauf der Tetrazyklin (TC)-Konzentration im Boden bei ausgewéhlten
Lysimetern, Fruchtart Mais, Zeitraum Herbst 2001 bis Herbst 2002, 1. TG
Applikation Mai 2001: Lys. 4 und 28: 45,0 mg; Lys. 13 und 35: 67,2 mg)

Die Boden-TC-Gehalte ausgewihlter Lysimeter mit der Fruchtart Mais lagen im Mirz,
also kurz vor der zweiten Wirkstoffgabe, in vergleichbarer Hohe wie im Herbst 2001;
deutlich abgebaut wurde das Tetrazyklin im Verlauf des Winters nicht. Am Beispiel des
Lysimeters 13 soll der Jahresverlauf verdeutlicht werden: im Herbst 20001 wurde ein TC-
Gehalt von 11 pgkg' nachgewiesen; mit erneuter Applikation von TC-dotierter Giille
stieg im April 2002 die TC-Konzentration auf 123 ugkg" an, um dann bis zum Herbst
2002 wieder auf ein allerdings gegeniiber Herbst 2001 hdheres Niveau von 46 pg kg™

abzufallen.

Aus den vorliegenden Ergebnissen ist kein eindeutiger Einfluss der Dosierungsstufe
abzuleiten. Lysimeter 13 enthielt zwar mit einem Messwert von 120 ugkg' TC im
Friithjahr 2002 als hochstdosierte Variante die Maximalkonzentration unter den
Lysimetern, demgegeniiber wies jedoch Lysimeter 35 als dazugehorige Wiederholung mit

gleicher Dosierung deutlich geringere TC-Konzentrationen auf.
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4.3.2.2 Sulfadiazin

Sickerwasser

Im Versuchsjahr 2002 wurde die Giille neben Tetrazyklin auch mit Sulfadiazin dotiert. 65
Wasserproben unter Mais und 91 Wasserproben unter Roggen wurden im zweiten
Versuchsjahr (2002) zusédtzlich auf Sulfadiazin untersucht. Sulfadiazin konnte daba

oberhalb der Bestimmungsgrenze von 6 pg I nicht nachgewiesen werden.

Boden
Die Bodenproben aus den Nullvarianten wiesen ebenfalls kein Sulfadiazin auf, die Boden
waren also nachweislich nicht mit diesem Wirkstoff belastet. Die Ergebnisse der

Bodenuntersuchungen sind im Folgenden dargestellt (Abbildung 32).
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O+ Lys 13 Mais
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— - Lys 28 Mais
12 A —= Lys 33 Roggen
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Abbildung 32: Verlauf der Sulfadiazin (SD)-Konzentration im Boden bei ausgewidhlten
Lysimetern, Fruchtart Mais und Roggen, Zeitraum Friihjahr 2002 bis
Herbst 2002 (Lys. 4 + 28: 44,3 mg SD; Lys. 13+ 35+ 15 + 33: 66,5 mg
SD)

Trotz gleicher Dosierung des Wirkstoffes erreichte Sulfadiazin im Gegensatz zu
Tetrazyklin im Boden nur eine Maximalkonzentration von 16 pgkg' und lag damit
deutlich unter den ermittelten TC-Gehalten. Weiterhin erfolgte eine deutliche Abnahme
tiber den Probennahmezeitraum, so dass ein halbes Jahr spdter im Herbst 2002 nur noch

. . 1 .
Konzentrationen von maximal 4 ug kg™ nachgewiesen werden konnten.
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5 Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit bearbeiteten Wirkstoffleitgruppen Tetrazykline und
Sulfonamide werden in groem Umfang in der Nutztierhaltung als Breitband-Antibiotika
eingesetzt. Uber die in den tierischen Ausscheidungen anfallenden Mengen und deram
Umweltverhalten nach Eintrag iiber Wirtschaftsdiinger wie Giille oder Festmistist derzeit
noch wenig bekannt. Diese Arbeit hatte daher zum Ziel, die Persistenz von Tetrazyklin in
Masthdhnchenfestmist sowie die Mobilitdit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in
unterschiedlichen Boden zu untersuchen, um einen Beitrag zur Abschédtzung der
Umweltgefdhrdung hinsichtlich Umweltverhalten und potenziellen Austrdgen ins
Grundwasser leisten zu konnen. Zusidtzlich wurden Screening-Untersuchungen von
anonymen Schweinegiilleproben aus zwei Winterhalbjahren durchgefiihrt, um
Anhaltspunkte iiber die tatsdchliche Belastung der Wirtschaftsdiinger in der Praxis zu

erhalten.

5.1 Modellversuche zur Persistenz von Tetrazyklin in Masthihnchenfestmist

Im durchgefiihrten Versuchsansatz wurde angestrebt, die Persistenz von Tetrazyklin in
praxisnahen Lagerungsvarianten zu testen, um eine Bewertungsgrundlage zu erhalten.
Festmist aus der Gefliigelmast wird hdufig entweder direkt auf das Feld aufgebracht oder
am Feldrand bzw. in befestigten Lagerstitten zwischengelagert. Dieser Mist wird in der
Regel nicht wumgesetzt, sondern iiber mehrere Wochen den natiirlichen
Witterungsbedingungen ausgesetzt und entspricht damit anndhernd den Bedingungen fiir

Stapelmist in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen

Die natiirlichen Witterungsbedingungen konnten im Versuchsmaflstab nicht betrachtet
werden, da fiir eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse konstante Umgebungsbedingungen
zum Beispiel fiir Temperatur und Feuchte notwendig waren. Unter Praxisbedingungen
wiirde aus arbeitswirtschaftlichen Griinden ein Umsetzen des Festmises hochstens
einmalig erfolgen. Daher wurde entschieden, bei Experiment 1 in einer Lagerungsvariante
den Festmist einmal nach sechs Wochen zu durchmischen und neu aufzuschichten und bei
Experiment 2 nach vier Wochen, jeweils also nach der Hilfte der Lagerungszeit. Das Ziel
war es, je Experiment eine Variante als Rotte- und eine Variante als Stapelmist zu lagern.
Es muss allerdings kritisch festgestellt werden, dass die gewidhlte Versuchsanstellung nur

bedingt geeignet war, deutliche Unterschiede in den Lagerungsbedingungen (z. B.



DISKUSSION 79

Beliiftung, Rottetemperatur) zu generieren. Ein Vergleich der Lagerungssysteme Rotte-

bzw. Stapelmist war daher nur ansatzweise moglich.

Experiment 1

Der Temperaturanstieg wihrend der Kompostierung in der initialen Periode (Tag 0: 22 °C,;
Tag 6: 55 °C) ging mit der stirksten Konzentrationsabnahme einher (ca. 70 % (Rottemist)
bzw. 73 % (Stapelmist) Riickgang der TC-Konzentration bei Dosierung 0,5 g TC kg™’
Futter, ca. 46 % (Rottemist) bzw. 74 % (Stapelmist) Riickgang bei Dosierung 1,0 g TC kg
Futter). Dieser Temperaturanstieg war bei Variante 1,0 g TC kg Futter zu Beginn der
Lagerung leicht verzogert; die hochste Rottetemperatur wurde in den Kontrollbehéltern
erreicht. Moglicherweise wirkte sich also der TC-Gehalt negativ auf die an der
Kompostierung beteiligten Mikroorganismen aus, sodass eine Hemmung der Mikroflora

den Rotteprozess verzogert anlaufen lief3.

Zur Wirkung von Antibiotika in Festmist sind bisher praktisch keine Literaturquellen
verfiigbar. Es wurden jedoch in begrenztem Umfang Studien zur Wirkung von Antibiotika
in Biogasreaktoren durchgefiihrt Sankvist et al. (1984) testeten die Wirkung einer Zugabe
von 100 mg "' Oxytetrazyklin zu Schweinegiille an sechs aufeinander folgenden Tagen auf
die Methanproduktion eines thermophilen Reaktors. Die Methanproduktion war nach
Zugabe von Oxytetrazyklin signifikant um 50 % reduziert. Poels et al. (1984) dagegen
untersuchten ebenfalls in Biogasreaktoren die potenziell hemmende Wirkung von
Chlortetrazyklin, Tylosin, Erythromycin, Chloramphenicol, Bacitracin und Virginiamycin
auf die Methanbakterien. Die Antibiotika wurden in praxisiiblichen Dosierungendirekt in
die Schweinegiille dosiert. Die Autoren konnten bei diesen Konzentrationen keine
hemmenden Effekte auf die Methangasproduktion messen, in hoher gewihlten
Konzentrationen allerdings wirkten sich Bacitracin und Virginiamycin negativ auf die

Methanproduktion aus.

Rotte- und Stapelmist zeigten keinen signifikant unterschiedlichen Temperaturverlauf. Der
Rottemist wies dagegen relativ zur jeweiligen Ausgangskonzentration geringere EndTC-
Konzentrationen auf als Stapelmist. Insgesamt waren aber wihrend der Lagerungsdauer
hohe Schwankungen in der TC-Konzentration zu verzeichnen, der Riickgang verlief sehr
ungleichméBig. Unklar ist, ob ein Konzentrationsriickgang tatsichlich auch einen Abbau
des Tetrazyklins bedeutete, da auch eine voriibergehende Festlegung des Wirkstoffes an
organische Bestandteile des Festmistes oder aber auch eine Komplexbildung mit zwei- und

dreiwertigen Kationen in Frage kommt (siche Kapitel 2.2.; Loke et al. (2002)).
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Am Ende der dreimonatigen Lagerdauer konnten im Mist der niedriger dotierten Variante
(0,5 g TC kg'' Futter) noch 3,5mgkg”’ TC (Rottemist) nachgewiesen werden (13 % der
Ausgangskonzentration), im Stapelmist dieser Variante war dagegen kein Tetrazyklin
oberhalb der Bestimmungsgrenze von 1mgkg' mehr detektierbar. Die hoher dotierte
Variante (1,0 g TC kg Futter) enthielt als Rottemist noch 9,8 mg kg und als Stapelmist
22,0 mg kg Tetrazyklin (17,6 bzw. 22,0 % der Ausgangskonzentration). Mdglicherweise
lag durch die héhere TC-Ausgangskonzentration der Variante 1,0 g TC kg Futter (55,7
bzw. 100,1 mg TC kg") eine Hemmung der Mikroorganismen und somit des TC-Abbaus
vor. Hinweise auf potenzielle Hemmwirkungen von Antibiotika finden sich in den

Arbeiten von Sankvist et al. (1984) und Poels et al. (1984).

Die Ursachen fiir stirkere Konzentrationsschwankungen bei Rotte- als bei Stapelmist
konnten in der Probennahme liegen. Durch die Inhomogenitét des Festmistes wurden bei
der Probennahme Kot und Stroh in unterschiedlichen Gewichtsanteilen entnommen, was
zu einer Verzerrung der tatsichlich vorherrschenden TC-Konzentration fiihrte. Die
Korrektur der Ergebnisse auf den Kohlenstoffgehalt (C) der Proben bestitigte diese
Annahme, da die Konzentrationsverldufe auf C korrigiert gleichmiBiger waren. Wie in
Kapitel 2.2 beschrieben gehen Tetrazykline eine Vielzahl von chemischen Bindungen mit
Matrixbestandteilen ein (Kroker et al. 1996; Kroker 2002); im Fall des Festmistes liegt
eine verstiarkte Bindungsneigung zu den Kot statt zu den Stroh- bzw. Kohlenstoffanteilen

Vor.

Moglich wire aber auch, dass die stirkeren Konzentrationsschwankungen im Rottemist
wenigstens teilweise durch partielle Mobilisierung von schon festgelegtem Tetrazyklin
durch Aufbrechen bestimmter Bindungsformen ihren Ursprung haben (Thiele-Bruhn
2003a). Grafe (2001) wies diesen Effekt bei Tetrazyklin in gelagerter Schweinegiille nach:
zu Beginn der Lagerung stieg die TC-Konzentration in den Schweinegiilleproben zum Teil
iiber die Ausgangskonzentration hinaus an, um dann wieder abzufallen. Einen &hnlichen
Effekt fanden Berger et al. (1986) bei Sulfadimidin in Schweinegiille. Sie fiihrten dies auf

mikrobiell-enzymatische Prozesse zurtick.

Insgesamt lassen die Ergebnisse daher darauf schliefen, dass eine repridsentative
Probennahme wenigstens beim locker geschichteten Rottemist nicht in der Form mdoglich
war wie beim komprimierten Stapelmist. Weiterhin sind die stark unterschiedlichen
Ausgangskonzentrationen von Tetrazyklin im Masthihnchenfestmist zu diskutieren:

eventuell ist trotz gleicher Verabreichungsmenge an Tetrazyklin je Masthdhnchengruppe
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(also entweder 0,5 oder 1,0 g TC kg Futter) wiihrend der Hihnchenmast unterschiedlich
viel Tetrazyklin durch die Tiere aufgenommen worden (Entmischung von Futter und
Wirkstoff wihrend des Aufenthalts im Futterautomaten) und durch die Ausscheidung der
Masthdhnchen in den Mist gelangt. Mdglich wire aber auch, dass eine vollstindig
homogene Probe des jeweiligen Ausgangsmaterials nicht gewonnen werden konnte. Aus
diesem Grund war es letztendlich nicht moglich, Durchschnittswerte fiir den TC-Abbau je
Fiitterungsvariante zu erhalten, vielmehr mussten die Komposter als Einzelwerte behandelt
werden. Eine vorangehende Mast mit TC-Applikation an Masthdhnchen ist im Gegensatz
zu dhnlichen Versuchen in der Schweine- und Rinderhaltung (Elmund et al. 1971,
Langhammer 1989; Grafe 2001) offensichtlich aufgrund der zwangsldufigen
Inhomogenitit des Festmistes als Kot-Stroh-Gemisch eine eher ungeeignete Methode, um
eine  homogene TC-Konzentration 1im  Festmist fiir daran anschlieBende

Kompostierungsversuche zu erhalten.

Experiment 2

Im Gegensatz zu Experiment 1 wurde der in Experiment 2 verwendete Festmist mit
Tetrazyklin in einer Hohe von 45 mg TC je kg Mist dotiert; es wurde also nur eine
Konzentrationsstufe eingestellt. Wahrend der zweimonatigen Lagerung erfolgte der
stirkste TC-Abbau wieder in den ersten 14 Tagen nach Aufsetzen des Festmistes
(Rottemist: ca. 78 % Abbau; Stapelmist: ca. 90 %). In dieser Zeit stieg die Temperatur
anfangs schnell von 22 °C auf etwa 48 °C an, um dann einige Tage konstant hoch zu
bleiben. Im weiteren Verlauf der Lagerung wurden die TC-Konzentrationen beider
Lagerungsvarianten weiter verringert; nach zwei Monaten enthielt der Rotemist noch
durchschnittlich 4,9 mgkg’ (9,6 % der Ausgangskonzentration), der Stapelmist noch
durchschnittlich 2,7 mg kg™ (6,2 % der Ausgangskonzentration).

In Experiment 2 war es aufgrund der einheitlicheren Ausgangskonzentrationen moglich,
mittlere TC-Verldufe je Lagerungsvariante zu bestimmen. In Experiment 2 wies Stapelmist
unerwarteter Weise am Ende der Lagerung geringere TC-Konzentrationen auf als
Rottemist. Nach dem Umsetztermin des Rottemistes stieg die TGKonzentration im
Festmist dieser Variante wieder etwas an, wogegen der Verlauf im Stapelmist keinen
Anstieg verzeichnete. Moglicherweise werden durch die vermehrte Sauerstoffzufuhr
bedingt durch das Umsetzen mikrobielle Prozesse angeregt (Bilitewski et al. 1990;
Bayerisches Landesamt fiir Umweltschutz 1999), die zu einer Remobilisierung von schon

festgelegtem Tetrazyklin fiihren. Denkbar ist jedoch auch, dass durch das Durchmischen
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des Festmistes Material aus dem Randbereich des Komposters, in welchem wie bei Roth
(1994) beschrieben geringere Temperaturen herrschen und so vermutlich ein verringerter
TC-Abbau stattfand, in die Probennahmezone gelangt ist und zu hoheren TC-

Konzentrationen fuhrte.

Es traten dhnliche Schwankungen im Konzentrationsverlauf beider Lagerungsvarianten auf
wie schon bei Experiment 1 beobachtet. Als Erklarungsansatz kommen wieder die
Inhomogenitit des Kot-Stroh-Gemisches sowie mogliche Remobilisierungseffekte des

Tetrazyklins und seiner Abbauprodukte in Betracht.

Die Temperaturen in den unbelasteten Kontrollen lagen dhnlich wie bei Experiment 1 mit
bis zu 3 °C deutlich iiber denen der TC-belasteten Varianten. Dies unterstreicht die
Vermutung, dass die TC-Konzentrationen von 25 bis 100 mgkg"' (Testbereich von
Experiment 1 und 2) hoch genug sind, um bestimmte Mikroorganismen zu hemmen(siche
Poels et al. 1984; Sankvist et al. 1984). Am Rotteprozess sind vor allem aerobe und
fakultativ aerobe Bakterien, Actinomyceten und Schimmelpilze beteiligt, deren Anteile
sich je nach Rottephase temperaturabhingig verschieben (Bilitewski et al. 1990). Fiir
zukiinftige Arbeiten auf diesem Gebiet wire es daher interessant zu ermitteln, aus welchen
Einzelarten sich die Mikroorganismenpopulation im lagernden Festmist zusammensetzt

und welche Mikroorganismen durch die Anwesenheit von Tetrazyklin gehemmt werden.

Hinweise auf derartige Effekte ergaben Studien, die sich wie Poels et al. (1984) und
Sankvist et al. (1984) mit den Auswirkungen von Antibiotika in Biogasanlagen
beschiftigten. So zeigten z.B. Massé et al. (2000), dass die Anwesenheit von Tetrazyklin
und Penicillin in Schweinegiille die Methanproduktion im Biogasreaktor signifikant um 25
bis 35 % verringerte. Sie vermuteten wie auch schon Fedler und Day (1985), dass durch
die Anwesenheit dieser Antibiotika oder deren Metabolite die Methanbakterien in ihrer

Aktivitidt gechemmt werden.

Hilpert et al. (1984) konnten in Methanfermentationsversuchen mit Klarschlamm bei einer
Monensin-Natrium®-Konzentration von 1 mgkg' eine deutlich  verminderte
Biogasproduktion nachweisen. Ab Wirkstoffkonzentrationen von 10 bis 50mgkg" kam
die Biogasproduktion zum Erliegen, was auf einen starken Riickgang der Anzahl
methanogener Bakterien zuriickgefiihrt wurde. In diesen Studien wurden jedoch nicht die

Mechanismen untersucht bzw. diskutiert, die zu der mdglichen Hemmung der

> Anmerkung: Monensin-Natrium ist ein noch zugelassener pharmakologisch wirksamer
Futterzusatzstoff.
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Methanbakterien fithrten, so dass daher in weiteren Versuchen die Persistenz von
Tetrazyklin wéhrend einer vollstindigen Kompostierung oder anaerober Vergidrung unter
gleichzeitiger Bestimmung der beteiligten Mikroorganismen und Beachtung der

Qualitdtsparameter fiir Kompost bzw. Biogas gezielt getestet werden sollte.

Auch die gezielte Beeinflussung der Umsetzungsvorginge durch Zusitze wie
Gesteinsmehl oder Biokompost konnte untersucht werden, da festgestellt werden musste,
dass reiner Masthdhnchenfestmist mit einem C/N-Verhiltnis von maximal 10:1 fiir eine
optimale Kompostierung, bei der das C/N-Verhiltnis zwischen 20 bis 35:1 liegen sollte,
nicht ideal zusammengesetzt ist (Bayerisches Landesamt fiir Umweltschutz 1999; Zaied

1999).

Wihrend fiir Tetrazyklin in Schweinegiille Halbwertszeiten zwischen 45 und 105 Tagen
ermittelt wurden (Winckler und Grafe 2000), zeigte Tetrazyklin im gelagerten
Masthdhnchenfestmist einen deutlich schnelleren Konzentrationsriickgang (bei Experiment
1 in drei Monaten ca. 78 bis 100 % Abbau; bei Experiment 2 in zwei Monaten ca. 90 bis

94 % Abbau).

Fiir die mittlere Anfangskonzentration an Tetrazyklin im Masthdhnchenfestmist aw
Experiment 2 von 51,1 mgkg' im Rottemist und 43,6 mgkg' im Stapelmist wurden
Halbwertszeiten von 2,9 Tagen flir Rottemist und 2,3 Tagen fiir Stapelmist (beide als
potenzielle Funktion) berechnet (Abbildung 33). Mit einer exponentiellen Funktion konnte
aufgrund der hohen Schwankungen im Konzentrationsverlauf nur ein unbefriedigendes
Bestimmtheitsmall > = 0,58 fiir Rotte- und > = 0,61 fiir Stapelmist erreicht werden;

insofern sind die ermittelten Halbwertszeiten lediglich als Orientiemngswerte zu verstehen.
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Abbildung 33: Halbwertszeiten (HWZ) von Tetrazyklin (TC) in Masthdhnchenfestmist
(Experiment 2) wiahrend der zweimonatigen Lagerung als Rotte (RM)-
bzw. Stapelmist (SM) in halblogarithmischer Darstellung (mittlere
TC-Anfangskonzentration: Rottemist = 51,1 mg kg™';

Stapelmist = 43,6 mg kg™)

Hinsichtlich der Tetrazyklinpersistenz in Masthdhnchenfestmist konnte zumindest
ansatzweise eine Temperaturabhéngigkeit beim Abbau des Antibiotikums gezeigt werden

wie es auch Gavalchin und Katz (1994) bei Chlortetrazyklin in Hiithnerkot feststellten

5.2 Nachweis ausgewihlter Tetrazykline und Sulfonamide in Schweinegiille

Insgesamt 168 Schweinegiilleproben aus dem Jahr 1999/2000 von unterschiedlichen
landwirtschaftlichen Schweineproduktionsbetrieben wurden auf den Gehalt an drei
Tetrazyklinen (Tetrazyklin, Oxy- und Chlortetrazyklin) und zwei Sulfonamiden
(Sulfadiazin, Sulfamethazin) untersucht. Grundsitzlich lag eine hohe Variabilitit in den
Wirkstoffgehalten vor. Die 1999/2000 am stidrksten vertretenen Wirkstoffe waren
Tetrazyklin und Sulfamethazin mit einem Anteil an den Gesamtproben von 38,7 bzw.

57,1 %. Nur 35,1 % der Proben enthielten keine der untersuchten Antibiotika.

Von den 176 anonymen Schweinegilleproben aus dem Screening 2001/2002 standen
waren 12,5 % der Proben beziiglich der fiinf ausgewéhlten Antibiotika ohne Befund, d.h.

es waren keine Wirkstoffkonzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenzen der in Kapitd
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3.1.2 beschriebenen Methode nachweisbar. Wieder stellten Tetrazyklin (49,4 %) und

Sulfamethazin (49,3 %) die am stirksten vertretenen Antibiotika dar.

Zusitzlich konnte Sulfadiazin mit einem Anteil von 48,9 % der Gesamtproben selr viel
hiufiger nachgewiesen werden als im ersten, zwei Jahre zuriickliegenden Screening, in
dem Sulfadiazin nur einen Anteil von 8,3 % hatte. Hier fand offensichtlich zwischen den
Probennahmezeitraumen 1999/2000 und 2001/2002 eine Anderung in der tierirztichen
Verschreibungspraxis statt. Diese Verschiebung konnte durch die verstarkte Verwendung
eines  sulfadiazinhaltigen  Pridparates erkldrt werden, welches 1im  ersten
Probennahmezeitraum nicht bzw. noch nicht sehr hiufig eingesetzt wurde. Wihrend
diverse Praparate mit dem Wirkstoff Sulfamethazin auf dem deutschen Markt zugelassen
sind, liegt nur ein Préparat mit dem Wirkstoff Sulfadiazin vor (SulfadiazintTMP C25/5
KS fiir Ferkel und Kélber; Lila Liste 2003). Dieses Priparat ist erst seit 1997 zugelassen
und erhielt 2000 eine Zulassungsverlingerung (CHEVITA 2004). Somit konnte die
moglicherweise gestiegene Verschreibungsrate dieses Priparates im Verlauf des Jahres

2000 zu dem Anstieg der Sulfadiazin-Anteile in der Giille gefiihrt haben.

Im Probensatz des Winterhalbjahres 1999/2000 enthielten 0,6 % von 168 Proben alle fiinf
untersuchten Wirkstoffe, 2001/2002 waren es 1,1 % von 176 Proben. Am haufigsten waren
die positiv befundenen Proben mit einem Wirkstoff belastet: 1999/2000 waren dies 26,8%
und 2002/2002 40,3 % der Proben.

Die Héufigkeit positiver Befunde entspricht insgesamt dem praxisiiblichen, verbreiteten
Einsatz dieser Wirkstoffe, der bereits in fritheren Studien belegt worden war (Rassow und
Schaper 1996; FEDESA 1999; Grafe 2001; Abbas et al. 2001; Thiele-Bruhn et al. 2003).
Die ermittelten Sulfonamidkonzentrationen (2,9 bzw. 3,5mg kg'l Sulfadiazin; 4,3 bzw.
3.8 mgkg' Sulfamethazin) unterschritten trotz vergleichbarer empfohlener Dosierung
deutlich die Werte fiir Tetrazykline (5,5 bzw. 7,3 mg kg™’ Tetrazyklin); dies deutet auf eine
geringere Persistenz der Sulfonamide in Giille hin, was auch in den Arbeiten von

Langhammer (1989) und Haller et al. (2002) vermutet wird.

Das groBe Spektrum der TS- und N-Gehalte (TS: 0,5 — 14,7 % (1999/2000) bzw. 0,7 —
16,8 % (2001/2002); N: 0,10 — 1,01 % (1999/2000) bzw. 0,15 — 1,05 % (2001/2002)) wies
auf eine unterschiedliche Art der Probennahme hin. Wird die Schweinegiille vor der
Probenentnahme aufgeriihrt, so vermischen sich Fliissigz und Festphase. Bei
unaufgeriihrter Giille erfolgt die Beprobung haufig aus der oberen, weitgehend

feststofffreien Phase. Durch die starken Adsorptionseigenschaften (Sithole und Guy 1987;
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Tolls 2001; Thiele-Bruhn 2003a) einiger Antibiotika (speziell Tetrazykline, siche Kapitel
3.1.2) befindet sich generell in der dickfliissigen unteren Schicht mehr Wirkstoff als in der

wiéssrigen Phase.

Obwohl sich prozentual mehr positive Proben in den Klassen ab 6% TS-Gehalt in den
Schweinegiilleproben befanden, war flir das Screening 1999/2000 fiir keine der
untersuchten Substanzen ein signifikanter Unterschied zwischen den TSKlassen
feststellbar. Im Screening 2001/2002 dagegen konnte fiir Tetrazyklin, Chlortetrazyklin und
Sulfadiazin ein signifikanter Unterschied zwischen den TS-Klassen statistisch abgesichert
werden. Vermutlich besteht also ein Zusammenhang zwischen dem TS-Gehalt der Proben
und der Anzahl positiver Proben, wobei dieser substanzabhidngig ist und in weiteren

Versuchen iiberpriift werden miisste.

Fiir die Auswertung der Ergebnisse, deren Interpretation und Diskussion und fiir die
Modellierung der Expositionen wurde jeweils der Median der positiv getesteten Proben
herangezogen. Tabelle 32 zeigt die unterschiedlichen Ergebnisse der Medianwerte unter
Bertiicksichtigung nur der positiven bzw. aller Proben je Screening. Fiir eine verléssliche
Risikoabschitzung ist eine Beriicksichtigung aller Proben einer Stichprobe, also auch der
unbelasteten Proben, nicht sinnvoll, da sich so fast ausnahmslos Mediane von Null

ergeben.

Tabelle 32: Gegeniiberstellung der Medianwerte unter Beriicksichtigung der positiv
getesteten Proben bzw. aller Proben der beiden Schweinegiille-Probensitze

Substanz Screening 1999/2000 Screening 2001/2002
Median Median aller Median Median aller
positiv. Proben Proben positiv. Proben Proben
(mg kg') (mg kg') (mg kg') (mg kg')
Tetrazyklin 5.5 0,0 7.3 0,0
Oxytetrazyklin 4.8 0,0 5,1 0,0
Chlortetrazyklin 4.4 0,0 5,6 0,0
Sulfadiazin 2.9 0,0 3,4 0,0
Sulfamethazin 4,3 2,0 3,8 0,0

Eine Betrachtung des arithmetischen Mittels aller Proben kommt ebenfalls nicht in Frage,
da dieses durch einige wenige Maximalwerte zu stark beeinflusst wird und damit zu

iiberhohten Expositionsabschitzungen flihren wiirde. Der Median als Zentralwert einer
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Stichprobe ist in dieser Hinsicht ein sehr robustes Lagemall (STAHEL 2000). Daher ist fiir
verldssliche Expositionsabschitzungen der landwirtschaftliche Einzelbetrieb mit seiner
spezifischen Schweinegiille entscheidend, denn im worst-case-Szenario wiirden
Einzelflachen mit stark wirkstofthaltiger Giille beaufschlagt werden und dadurch konnten

lokal mogliche Umweltwirkungen durch die ausgebrachten Wirkstoffe auftreten.

AbschlieBend soll eine Expositionsabschitzung in Anlehnung an Grafe (2001) in Bezug
auf den Eintrag von Tetrazyklin in Boden unter Beriicksichtigung der Belastung der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Giillen versucht werden. Im Unterschied zu den worst-
case-Bedingungen von 170 kg Stickstoff bei Grafe (2001) erfolgte die Berechnung unter
der Annahme, dass etwa 100 kg Stickstoff je Hektar iiber Giille ausgebracht wurden.
Gemittelt liber die Tetrazyklin-Belastung der Giillen (Median der positiven Proben) aus
dem Winterhalbjahr 1999/2000 wiirden mit 100 kg N etwa 108 g Tetrazyklin auf den
Hektar gelangen (Mittelwert: 177 g). 2001/2002 wéren es sogar 128 g Tetrazyklin (Median
der positiven Proben) (Mittelwert: 195 g). In Tabelle 33 sind die aus den Medianwerten der
Wirkstoffkonzentration (Median der positiven Proben) abgeleiteten PEC/Boden-Werte

aufgelistet:

Tabelle 33: PEC (Predicted Environmental Concentration) fiir ausgewéhlte Wirkstoffe in
Boden auf Basis der Untersuchungsergebnisse aus Screening 1 und 2(Median
der positiven Proben) bei verschiedenen Einarbeitungstiefen (ET)

TC oTC CTC SD SM
99/00 01/02 99/00 01/02 99/00 01/02 99/00 01/02 99/00 01/02

ée}i:f’.‘)tdos‘s 1084 1279 1344 766 91,5 990 729 794 91,7 743
PEC/Boden*

ET: 5 cm 144 170 179 102 122 132 97 106 122 99
(ngkg')

(ng kg ** 115 136 143 82 98 106 78 85 98 79
PEC/Boden*

ET: 10 em 728 90 51 6 66 49 53 61 50
(ngkg')

(ng kg H** 57 68 72 41 49 53 39 42 49 40
TC: Tetrazyklin; OTC: Oxytetrazyklin; CTC: Chlortetrazyklin; SD: Sulfadiazin; SM: Sulfamethazin

* : Bodendichte: 1.500 kg/m?

** : Wirkstoftkonzentration in Boden nach Abzug des antimikrobiell unwirksamen Metabolit/Epimer-

Anteils (pauschal 20 % angenommen)
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Fiir Tetrazyklin ergaben sich PEC/BodenrWerte von 144 bzw. 170 pgkg' bei einer
Einarbeitungstiefe der Giille in den Boden von 5 cm. Bei einer Einarbeitungstiefe von
10cm betragen die berechneten PEC/BodenWerte noch 72 bzw. 85pgkg’.
Vergleichbare Werte wiesen Hoper et al. (2002) fiir Tetrazyklin in Oberbdden bis 30cm
Tiefe nach (< 50 bis 158 ugkg'). Unter der pauschalen Beriicksichtigung des
antimikrobiell unwirksamen Epimers bzw. Metaboliten verringern sich die PEC/Boden-
Werte um 20 %. Fiir die Zulassung von Tierarzneimitteln schreibt die EMEA/CVMP/
055/96-Leitlinie seit 1998 eine weiterflihrende 6kotoxikologische Priifung (Phase II) vor,
wenn die  PEC/Boden-Werte 100 ugkg'  iiberschreiten.  Aufgrund  der
Untersuchungsergebnisse der beiden Giillejahrginge 1999/2000 und 2001/2002 kann
davon ausgegangen werden, dass dieser Triggewert wenigstens flir Tetrazyklin, aber auch
fiir Oxytetrazyklin oder Chlortetrazyklin bei entsprechender Giilleaufbringung erreicht

werden kann.

Legt man die jeweiligen Maximalbelastungen der Giille mit Tetrazyklin zugrunde
(1999/2000: 44,4 mg TC kg™ Giille; 2001/2002: 45,7 mg TC kg™ Giille), wiirden im worst-
case-Szenario 0,73 bis 1,23 kg Tetrazyklin je Hektar bei jeder Giillediingung ausgebracht
werden (PEC/Boden-Wert: > 800 pg kg™). Dies stellt eine erhebliche Eintragsmenge dar
und ist besonders vor dem Hintergrund problematisch, dass Tetrazyklin, aber auch
Oxytetrazyklin als sehr persistent eingeschéitzt werden und zumindest Tetrazyklin
vermutlich im Boden akkumuliert (siehe Kapitel 2.4, Samuelsen et al. 1994; Rabglle und
Spliid 2000; Hoper et al. 2002).

Insgesamt bleibt festzustellen, dass entgegen der Absichtserklarungen bzw. Forderungen
u.a. seitens der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Tierziichter (ADT 2001), den
Tierarzneimitteleinsatz zu verringern und rationaler zu gestalten, die Ergebnisse dieses

Screenings keine Reduzierung des Antibiotikaeinsatzes erkennen lassen.

5.3 Modellversuche zur Mobilitit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in Boden

Die Mobilitit von Tetrazyklin und Sulfadiazin wurde in zwei unterschiedlichen
Versuchsansitzen iiberpriift. Im Kick-Brauckmann-Gefa3versuch wurde die Fragestellung
mit drei verschiedenen Boden, die jeweils als typisch fiir die Region WeserEms zu
betrachten sind, im kleinen Maflstab bearbeitet. Mit dem Lysimeterversuch konnte im

grofleren MaB3stab und praxisndher gearbeitet werden.
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Verlagerbarkeit im Kick-Brauckmann-Gefif3

Im Sickerwasser aus humosem Sandboden und Ilehmigem Schluff konnten bei
Starkregensimulation 48 Stunden nach Aufbringung tierarzneimittelhaltiger Giille weder
Tetrazyklin noch Sulfadiazin oberhalb der Bestimmungsgrenze von 2 pg 1" bzw. 6 ug 1’
nachgewiesen werden. Dagegen lag bei zwei von drei Gefdlen mit Nullerde (auf
Torfbasis) in allen Sickerwasserfraktionen Tetrazyklin in Spuren vor (1,6 - 8,2 ug1™).
Warum TC nur im Sickerwasser von zwei Gefalen gefunden werden konnte, kann derzeit
nicht erkldrt werden. Bei Beregnung nach zehn Wochen konnten dagegen unabhéngig von

der Bodenart weder Tetrazyklin noch Sulfadiazin im Sickerwasser nachgewiesen werden.

Ursache fiir das Auftreten von TC im Sickerwasser unter Torfgemisch ist vermutlich der
hohe Torfanteil der Nullerde. Dieser bedingt aufgrund seiner groben Struktur einen
erhdhten Grobporenanteil im Boden. Derartige Grobporen ermoglichten unter Umstdnden
eine Verlagerung nicht nur von Wasser sondem auch von Giillebestandteilen, an denen
Tetrazyklin anhéngig war. Dieser Kolloidtransport ist aus der Pestizidverlagerung bekannt
(Hesketh et al. 2001; Strebe und Talbert 2001; McGechan und Lewis 2002). Auch fiir den
Wirkstoff Avermectin wurde die Verlagerung durch Grobporen bzw. Hohlrdume
beschrieben (Gruber et al. 1990). Wahrend Avermectin in kompakten Bodensdulen nur
geringfiigig verlagert wurde, nahm die Verlagerung durch préferentiellen Transport in den

Schrumpfrissen eines schluffigen Lehms wesentlich zu.

Sithole und Guy (1987) wiesen nach, dass die Bindung von Antibiotika zu gelostem
organischen Material stirker ist als zu festen Bodenbestandteilen. Begleitende
Untersuchungen des Ammonium-N- oder Phosphor-Gehalts zur Abschitzung eines
moglichen Grobporenflusses in den Kick-Brauckmann-Gefalen konnten aufgrund der

geringen Probenvolumina allerdings nicht durchgefiihrt werden.

Einen weiteren Erklarungsansatz liefert der erhohte Humus und fehlende Tonanteil in der
Nullerde. Tetrazyklin lagert sich unterschiedlich stark an Tonmineralien und
Humusbestandteile an (Tolls 2001; Rabelle und Spliid 2000; Sithole und Guy 1987).
Nullerde hat eine vergleichsweise hohe Kationenaustauschkapazitit (KAK), die
offensichtlich durch den hohen Humus- und Strukturanteil hervorgerufen wird.
Moglicherweise sind die  Bindungskrifte  zwischen  Tetrazyklin  und den
Humusbestandteilen weniger stabil als die Bindungen, die mit Tonmineralien eingegangen

werden. Dies konnte erkléren, warum sich im humosen Sand und lehmigem Schluff trotz
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deutlich geringerer KAK kein Tetrazyklin verlagert hat, im Torfgemisch trotz hoher KAK

jedoch TC ausgewaschen wurde.

Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen dem Kalziumgehalt des Bodens und der TC-
Verlagerung denkbar. Das Torfgemisch hatte einen etwa zehnfach hoheren Kalziumgehalt
als die anderen verwendeten Bdden. Tetrazyklin bildet Chelatkomplexe mit Kalzium
(Kroker 1996) und konnte so bei der Auswaschung von Kalzium mit dem Sickerwasser
(Scheffer und Schachtschabel 1992) durch den Boden transportiert werden. Ausgewéhlte
Sickerwasserproben der Boden wurden daher auf ihre Kalzium-Gehalte iiberpriift. Eine
verstirkte Auswaschung von Kalzium beim Torfgemisch konnte nicht nachgewiesen
werden. Dennoch konnten auch andere Kationen wie Magnesium oder Eisen als
Transporter gedient haben. Limitierend flir weitere Untersuchungen dieser Art war die

geringe Probenmenge.

Nach dem frithen Starkregenereignis (48h) lagen generell im Oberboden hohere
Wirkstoffmengen vor als im Unterboden. Die Gehalte schwankten jedoch sehr stak
zwischen den Bodenarten und waren offensichtlich vom Tongehalt des Bodens abhingig
(lehmiger Schluff (6,6 %) > humoser Sand (1,3 %) > Nullerde (k.A.)). Ein derartiger
Zusammenhang wurde auch von Thiele et al. (2002) am Beispiel des Sulfonamids
Sulfapyridin beschrieben: bei Auftrennung einer Schwarzerde in organo-mineralische
PartikelgroBen war die Adsorption von Sulfapyridin an die stabilen mineralorganischen
Komplexe der Tonfraktion fast doppelt so hoch wie an die Sandfraktion mit ihrer vor allem

partikuldren organischen Substanz.

Grundsitzlich lagen die Sulfadiazin-Konzentrationen im Gefdfversuch 48 Stunden nach
Giilleaufbringung bei gleicher Applikationsmenge um ein Vielfaches unter denen des
Tetrazyklins. Einen prinzipiell schnelleren Abbau von Sulfonamiden hatte Langhammer

(1989) bereits anhand von Sulfamethazin in Giille nachgewiesen

Zehn Wochen spiter waren fiir beide Wirkstoffe deutlich geringere Konzentrationen im
Boden nachweisbar. Der Riickgang der Gehalte im Vergleichzum Starkregenereignis nach
48 Stunden war bei Tetrazyklin stirker als bei Sulfadiazin, z.B. konnten im humosen Sand
mit 553 pg kg’ TC nur noch 20 % der friiher ermittelten Konzentration nachgewiesen
werden. Nach wie vor war aber fiir Tetrazyklin im Oberboden eine deutlich hohere
Wirkstoffmenge zu finden als im Unterboden. Dies deutet einerseits auf einen Abbau und
andererseits auf eine geringe Verlagerungsneigung des Wirkstoffes hin. Die starken

Konzentrationsschwankungen, besonders im Oberboden bei Tetrazyklin (von 17,0 bis zu
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339,7 ngkg' im lehmigen Schluff), kénnen méglicherweise mit Giilleresten in der

Bodenprobe in Zusammenhang gebracht werden.

Insgesamt belegen die Ergebnisse, dass Sulfadiazin im Boden sehr viel weniger stabil ist
als Tetrazyklin. Fiir die stark festgelegten Tetrazykline wird ein nahezu ausschlielicher
Abbau durch abiotische Prozesse angenommen (HallingSerensen 2000), wobei aber z.B.
Photodegradation keine signifikante Bedeutung hat (Thiele-Bruhn et al. 2003). Andere
Antibiotika wie z.B. die Sulfonamide werden vermehrt durch mikrobielle
Degradationsprozesse wie oxidative Decarboxylierung und Hydroxylierung transformiert
(McGrath et al. 1998; Al-Ahmad et al. 1999). Neben den physikochemischen
Eigenschaften der Antibiotika beeinflussen Temperatur und die Austauschdgenschaften
der Boden das Ausmall und die Geschwindigkeit des Abbaus wesentlich (Gavalchin und
Katz 1994). Trotz potenzieller Mobilitidt aufgrund geringer Sorptionsneigung an feste
Bodenbestandteile (Tolls 2001) unterliegt Sulfadiazin daher eventuell stirkeren
Abbauvorgingen im Vergleich zu Tetrazyklin (Boxall et al. 2002). Langhammer (1989)
hatte bereits den raschen Abbau eines Sulfonamids in Giille nachgewiesen Christian et al.
(2003) dagegen wiesen in ihren Untersuchungen auf die hohe Stabilitit von Sulfanethazin
als Vertreter der Sulfonamide in Boden und Giille hin, was im Gegensatz zu den hier

ermittelten Ergebnissen steht.

Tetrazyklin zeigte zumindest in sandigen und lehmigen Bdden eine ausgepragte Stabilitit
im Boden sowie eine geringe Verlagerungsneiguing. Damit werden die Untersuchungen
von Rabglle und Spliid (2000), Hoper et al. (2002) sowie Hamscher et al. (2002) bestétigt.
Eine hohere Verlagerungsneigung in strukturreichen Moorbdden, eventuell gebunden an

Gillebestandteile, kann dagegen nicht ausgeschlossen werden.

Verlagerbarkeit im bewirtschafteten Grofilysimeter

Im ersten Untersuchungsjahr wurde in vier Sickerwasserproben unter Mais - aber nicht
unter Roggen - Tetrazyklin in einer Konzentration von mehr als 1pgl' nachgewiesen.
Dieser Befund lieB3 sich im zweiten Durchgang 2002 jedoch nicht reproduzieren. Das im
zweiten Versuchsjahr zusétzlich eingesetzte Sulfadiazin war weder unter Mais noch unter
Roggen nachweisbar. Damit liegen zumindest fiir das Lysimetermodell erstmals Hinweise
auf eine Verlagerbarkeit von Tetrazyklin vor. Bisher wurden Tetrazykline nur in
Oberflichenwasser (Hartig et al. 1999; Lindsey et al. 2001, Zhu et al. 2001) nachgewiesen,

nicht aber in Sicker- bzw. Grundwasser. Lediglich in unmittelbarer Ndhe zu so genannten
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Giillelagunen konnten antibiotische Wirkstoffe auch im Grundwasser nachgewiesen

werden (Campagnolo et al. 2002).

Die betroffenen Lysimeter waren jeweils mit humosem Sand unterschiedlicher Herkunft
befiillt. Es handelte sich demnach um keine gewachsenen Bodensdulen sondem um ein

anthropogen beeinflusstes System.

Die positiven Tetrazyklin-Befunde unter Mais traten in den ersten vier Wochen nach
Gilleapplikation bei relativ geringem Sickerwasserfluss auf. Anhand von Analysen durch
ein  Referenzlabor (Bestimmungsgrenze 0,1ugl') konnte jedoch weitgehend
ausgeschlossen werden, dass zu Probemmahmezeitpunkten mit héherem Sickerwasseranfall
eine mit der verwendeten Nachweismethode nicht detektierbare TCGAuswaschung
(Verdiinnungseffekt) stattfand. Wéahrend unter Roggen, bei dem die Giille nur
oberflachlich aufgebracht wurde, kein Tetrazyklin im Sickerwasser nachgewiesen werden
konnte, war dies unter Mais, bei dem die Giille etwa 4cm tief in den Boden eingearbeitet

wurde, der Fall.

Kern et al. (2003) wiesen z.B. in Abwasserverregnungsversuchen nach, dass
Bodenbearbeitung mit Pflug und Egge den préferentiellen Stofftransport zwar nicht
erhohte, aber dazu fiihrte, dass ein groflerer Teil der Beregnungslosung (Tracergemisch aus
Bromid und dem Farbstoff Brilliant Blue FCF) in die obersten Zentimeter der Bodenmatrix
eindrang und verblieb. Es ist jedoch gleichzeitig denkbar, dass die betroffenen Lysimeter
mehr Grobporen (Wurzelbahnen, Wurmginge etc.) enthielten und dies die Verlagerung
von Giille- oder Bodenpartikeln, an denen Tetrazyklin haftet, begiinstigte. Laut Scheffer
und Schachtschabel (1992) ist der Anteil der Grobporen mit etwa 30% bei Sand am
grofften und sinkt mit dem Tongehalt und einem zunehmenden Gehalt an organischer
Substanz der Boden, wobei letzteres zu einer Verschiebung von Gobporen zu mehr
Mittel- und Feinporen fiihrt. Ein Makroporenfluss wurde auch fiir den Nachweis von E.
coli in unteren Bodenhorizonten und im Sickerwasser unter giillegediingten Boden (Rahe
et al. 1978) oder die Verlagerung von Pestiziden und Herbiziden (McGechan und Lewis
2002; Strebe und Talbert 2001), zum Teil durch Kolloidtransport (Hesketh et al. 2001),

angenommen.

Die Schlussfolgerung, dass die Einarbeitung von Giille in den Boden das Auswaschen von
Tetrazyklin tatséchlich begiinstigt, kann daher zu diesem Zeitpunkt nicht gezogen werden.
Dagegen war keine Dosisabhiangigkeit flir das Auftreten oder die Hohe der Auswaschung

ableitbar (Dosis der ,,positiven Lysimeter: 22,5 bis 134,6 mg TC).
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Im Hinblick auf eine realistische Risikobewertung muss beriicksichtigt weden, dass es
sich im vorliegenden Vorhaben um anthropogen beeinflusste Modelle handelt. Auch in so
grolen Bodenkorpern wie Lysimetern konnen die Bodenverhdltnsse im Feld nur
unvollstindig simuliert werden. Die Versuche zur Mobilitit von Tetrazyklin und
Sulfadiazin in verschiedenen Bodden haben daher lediglich Modellcharakter. Bei
GefaBversuchen besteht die Problematik, dass gestorte Boden eingesetzt werden, die von

der Struktur her nicht direkt mit gewachsenen Boden vergleichbar sind.

Weiterhin handelte es sich bei den detektierten TC-Gehalten im Sickerwasser um sehr
geringe Konzentrationen. So machte beispielsweise bei Lysimeter 13 der Anteil des
detektierten  Tetrazyklins (3,1pugl' bei 1,451 Sickerwasseranfall) an der
Aufbringungsmenge (67,2mg TC) lediglich 0,06 %o aus. Dariiber hinaus war unter
gewachsenen Boden auch mit hochempfindlichen Nachweisverfahren bisher kein
Nachweis von Tetrazyklinen in mittels Saugkerzen gewonnenem Bodenwasser oder in
oberflaichennahem Grundwasser moglich (Hoper et al. 2002). Einzige Ausnahme stellt die
Arbeit von Campagnolo et al. (2002) dar, die in unmittelbarer Ndhe zu Giillelagunen
antibiotische Wirkstoffe im Grundwasser nachwiesen. Das Auswaschungsrisiko unter

Praxisbedingungen ist daher als sehr gering einzuschétzen.

Die wiederholte Untersuchung des Lysimeterbodens auf Tetrazyklin ergab {iber die beiden
Untersuchungsjahre einen Anstieg des Wirkstoffgehaltes im Boden. Im Herbst 2002 lag
die TC-Konzentration nach erneuter Giillegabe im Frithjahr 2002 deutlich hoéher (bis
80 ngkg') als noch im Herbst 2001 (< 40pgkg'). Es erfolgte demnach nur ein
unvollstindiger Abbau; dieser Effekt war unabhidngig von Boden oder Fruchtart. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der Studie von Hdoper et al. (2002). Ein Erklarungsansatz
konnte der Umstand sein, dass das Jahr 2002 im Beprobungszeitraum trockener war als das
Vorjahr. Von der 13. bis zur 40. KW 2002 (Beprobungszeitraum Winterroggen) fiel ca.
12 %, von der 19. KW bis zur 40. KW (Beprobungszeitraum Mais) sogar ca. 20% weniger
Niederschlag als im Vorjahr. Moglicherweise sind in einem insgesamt feuchteren Boden
die Bedingungen zum Abbau des Tetrazyklins besser gegeben als in einem etwas

trockeneren Milieu.

Sulfadiazin erreichte nach Applikation tiber Giille wesentlich geringere Konzntrationen
im Boden als Tetrazyklin und wurde tiber den Probennahmezeitraum deutlich abgebaut.

Dies bestitigt die Befunde aus dem Gefalversuch, wo Sulfadiazin ebenfalls in deutlich
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geringeren Konzentrationen nachweisbar war als Tetrazyklin. Sulfadiazin hat demnach

eine geringere Persistenz in der Umwelt als Tetrazyklin.

Sowohl bei den Boden- (TC, SD) als auch den Sickerwasseruntersuchungen (TC) wurden
zum Teil deutlich die sog. Triggerwerte der EMEA-Guideline fiir die Umweltbewertung
von Tierarzneimitteln fir Boden (100 pgkg') bzw. Wasser (1 pg1™") iiberschritten, die
weiterfilhrende Okotoxikologische Untersuchungen (Phase II) einleiten. Hierbei ist
allerdings zu berlicksichtigen, dass sich diese Triggerwerte auf vorhergesagte
Umweltkonzentrationen (Predicted Environmental Concentrations, PEC) auf Basis von
worst-case-Szenarien beziehen. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden jedoch aus
wissenschaftlichen Griinden teilweise deutlich {iber den in der landwirtschaftlichen Praxis
zu erwartenden Dosierungen eingesetzt. Daher ist keine direkte Ubertragbarkeit der in
diesem Forschungsvorhaben ermittelten Gehalte gegeben. Auf Grundlage von Praxisdaten
und experimentell erarbeiteten Halbwertszeiten fiir TC in Schweinegiille hatten jedoch
bereits Winckler und Grafe (2000) Triggerwertiiberschreitungen fiir die PEC-Boden bei

TC-Anwendung in der Schweinemast ermittelt.

Obwohl mit der vorliegenden Arbeit ein Beitrag zur Abschédtzung der Umweltgefahrdung
einzelner Tetrazykline und Sulfonamide versucht wurde, ergibt sich auf Basis der

Ergebnisse weiterer Forschungsbedarf.

Der mogliche Temperatureinfluss auf den Abbau von Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist
sollte in zukiinftigen Arbeiten unter besonderer Beachtung der an der Kompostierung
beteiligten Mikroorganismen und deren mogliche Hemmung durch Tetrazyklin untersucht
werden. Auch darliber hinaus gehende Versuche zur Wirkung von Antibiotika auf
Methanbakterien bei der anaeroben Vergirung konnten iiber das mogliche
Schadstoffpotential von Tetrazyklinen und anderen Antibiotika aus cer Landwirtschaft

weiteren Aufschluss geben.

Belastbarere Aussagen iiber die Mobilitdt bzw. die Immobilitit von Tetrazyklinen und
Sulfonamiden in verschiedenen Béden erfordern weitere Versuche unter Feldbedingungen,
denn seit mehreren Jahren befiillte Lysimeter stellen anthropogen beeinflusste Béden dar,
die Versuche unter Feldbedingungen nicht ersetzen konnen Der potenzielle Einfluss der
Einarbeitungsform der Giille auf die Verlagerungsneigung von Tetrazyklinund auch die

Fruchtart sollte zusédtzlich Beriicksichtigung finden.
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6 Zusammenfassung

Antibiotika, vor allem Tetrazykline und Sulfonamide, werden in nennenswertem Umfang
fiir veterindrmedizinische Zwecke in der Nutztierhaltung eingesetzt. So betrug 1999 der

Antibiotika-Verbrauch in der EU sowie in der Schweiz 13.200 t.

Nach Verabreichung werden Arzneimittel in nach Wirkstoff und Tierart unterschiedlicher
Menge und Form durch den tierischen Organismus wieder ausgeschieden. Daher ist in dem
Pfad Exkretion-Wirtschaftsdiinger-Boden eine bedeutende Eintragsquelle potenziell
umweltrelevanter Stoffe zu sehen. Wihrend alle neu zugelassenen Wirkstoffe seit 1998
einer Umweltvertriglichkeitspriifung unterliegen (EMEA/CVMP-055/96), gilt dies nicht
fiir sogenannte Altpriparate wie Tetrazykline und Sulfonamide. Daher besteht ein
erheblicher Mangel an Informationen iiber das Verhalten von diesen Altpréparaten in der

Umwelt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, in drei Themenschwerpunkten die Wirkstoffgruppen
Tetrazykline  und  Sulfonamide  hinsichtlich  ihres =~ Umweltverhaltens in
Masthdhnchenfestmist (Persistenz von Tetrazyklin), Schweinegiille (Erhebung zu
tatsdchlich vorliegenden Wirkstoffgehalten in der Praxis) und Boden (Mobilitdt von
Tetrazyklin und Sulfadiazin in verschiedenen Bdden) zu untersuchen und damit einen
Beitrag zur Risikobewertung dieser Antibiotika zu leisten. Die Quantifizierung der

Substanzen erfolgte iiber HPLC-gestiitzte Nachweisverfahren.

In zwei Versuchsdurchgéngen zur Persistenz von Tetrazyklin in Masthdhnchenfestmist
fand der stirkste Wirkstoffabbau in den ersten 14 Tagen nach Aufsetzen des Festmistes
statt. In dieser Zeit erfolgte ein Temperaturanstieg auf etwa 55 °C bzw. 48 °C. Im weiteren
Verlauf der Lagerung gingen die Tetrazyklin-Konzentrationen beider Lagerungsvarianten
weiter zurlick, ein vollstindiger Abbau innerhalb der Lagerungsdauer von drei bzw. zwei
Monaten wurde in beiden Experimenten nicht erzielt. Es liel sich kein eindeutiger
Unterschied hinsichtlich Temperaturverlauf oder Tetrazyklinabbau zwischen den
Lagerungsarten Rotte- bzw. Stapelmist nachweisen. Die Temperaturen in den unbelasteten
Kontrollen lagen um bis zu 3 Kelvin deutlich {iber jenen der mit Tetrazyklin versetzten
Varianten, was auf eine Hemmung der an der Kompostierung beteiligten Mikroorganismen
durch Tetrazyklin hindeutet. Die Halbwertszeiten fiir Tetrazyklin betrugen 2,9 Tage in

Rotte- und 2,3 Tage in Stapelmist. Diese Angaben sind allerdings nur als



ZUSAMMENFASSUNG 96

Orientierungswerte zu betrachten, da aufgrund des sehr heterogenen Probenmaterials grof3e

Schwankungen in den Messwerten auftraten.

Fiir das Screening von Schweinegiillen standen zwei Probensdtze aus den Jahren
1999/2000 (n = 168) und 2001/2002 (n = 176) aus der Region Weser-Ems zur Verfiigung.
1999/2000 wurden 35,1% der Proben negativ auf die untersuchten Antibiotika
(Tetrazyklin, Oxytetrazyklin, Chlortetrazyklin, Sulfadiazin, Sulfamethazin) getestet. Die
am hdufigsten nachweisbaren Wirkstoffe waren Tetrazyklin und Sulfamethazin (38,7 bzw.
57,1 % der Proben). 2001/2002 stellten Tetrazyklin und Sulfamethazin mit jeweils fast
50 % die am stérksten vertretenen Antibiotika dar; 12,5 % der Proben waren ohne Befund.
Eine Anderung der tierdrztlichen Verschreibungspraxis fand offensichtlich fiir Sulfadiazin
statt (1999/2000: 8,3 %; 2001/2002: 48,9 %). Die ermittelten Sulfonamidkonzentrationen
unterschritten trotz vergleichbarer empfohlener Dosierung deutlich die Werte fiir
Tetrazykline; dies deutet auf eine geringere Persistenz der Sulfonamide in Giille hin.
Insgesamt belegen die vorliegenden Ergebnisse den verbreiteten Einsatz von Antibiotika in
der Schweinehaltung; die longitudinale Betrachtung lieB keine Reduzierung des

Antibiotikaeinsatzes erkennen.

Ein Teil der Untersuchungen zur Mobilitdit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in
verschiedenen Boden wurde in Kick-Brauckmann-Gefaflen mittels Starkregensimulation
zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt. Bei Beregnung 48 h nach Aufbringung
tierarzneimittelhaltiger Giille konnten im Sickerwasser aus humosem Sandboden sowie
lehmigem Schluff weder Tetrazyklin noch Sulfadiazin oberhalb der Bestimmungsgrenze
von 2 bzw. 6 ug ! nachgewiesen werden. In zwei von drei GefiBen mit sogenannter
Nullerde (Torfgemisch) lag dagegen in allen Sickerwasserfraktionen Tetrazyklin in Spuren
vor (1,6 - 8,2 ug I'"). Bei Beregnung nach zehn Wochen konnten dagegen unabhingig von

der Bodenart weder Tetrazyklin noch Sulfadiazin im Sickerwasser nachgewiesen werden.

Im Oberboden der Kick-Brauckmann-Gefdfle lagen nach dem frithen Starkregenereignis
generell hohere Tetrazyklinmengen vor als im Unterboden. Die Gehalte schwankten
jedoch sehr stark zwischen den Bodenarten und waren offensichtlich vom Tongehalt des
Bodens abhéngig (lehmiger Schluff > humoser Sand > Nullerde). Grundsétzlich lagen die
Sulfadiazin-Konzentrationen 48 h nach Giilleaufbringung bei gleicher Applikationsmenge
um ein Vielfaches unter denen des Tetrazyklins. Nach zehn Wochen waren fiir beide
Wirkstoffe deutlich geringere Konzentrationen im Boden nachweisbar Insgesamt belegen

die Ergebnisse, dass Sulfadiazin im Boden sehr viel weniger stabil ist als Tetrazyklin.
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Tetrazyklin zeigte zumindest in sandigen und lehmigen Bdden eine ausgeprigte Stabilitét
sowie eine geringe Verlagerungsneigung. Eine hohere Verlagerungsneigung in
strukturreichen Moorbdden, eventuell gebunden an Giillebestandteile, kann nicht

ausgeschlossen werden.

Langerfristige Untersuchungen wurden mittels mit Mais bzw. Roggen bestellten
Krumenlysimetern durchgefiihit, deren Diingung {iber antibiotikahaltige Giille erfolgte Im
ersten Untersuchungsjahr wurde in vier Sickerwasserproben unter Mais Tetrazyklin in
einer Konzentration von 0,9 bis 3,1 ug 1" nachgewiesen (Bestimmungsgrenze 1 ugl™))
nachgewiesen. Die positiven Tetrazyklin-Befunde traten in den ersten vier Wochen nach
Giilleapplikation bei relativ geringem Sickerwasseranfall auf. Dieser Befund liel sich im
zweiten Untersuchungsjahr jedoch nicht reproduzieren. Im zweiten Versuchsjahr

zusitzlich eingesetztes Sulfadiazin war weder unter Mais noch unter Roggen nachweisbar.

Damit liegen zumindest fiir das (anthropogen beeinflusste) Lysimetermodell erstmals
Hinweise auf eine Verlagerbarkeit von Tetrazyklin vor. Es war keine Dosisabhdngigkeit
fiir das Auftreten oder die Hohe der Auswaschung ableitbar Dagegen konnte ein
Zusammenhang mit der Aufbringung bzw. Einarbeitung der wirkstoffthaltigen Giille

bestehen (Mais: ca. 4 cm tiefe Einarbeitung; Roggen: oberflachliche Aufbringung).

Die wiederholte Untersuchung des Lysimeterbodens auf Tetrazyklin ergab {iber die beiden
Untersuchungsjahre einen Anstieg des Wirkstoffgehaltes im Boden. Sulfadiazin erreichte
nach Applikation iiber Giille wesentlich geringere Konzentrationen im Boden als

Tetrazyklin und wurde iiber den Probennahmezeitraumstark abgebaut.

Die Versuche zur Mobilitit von Tetrazyklin und Sulfadiazin in verschiedenen Boden
haben lediglich Modellcharakter. Vor diesem Hintergrund ist das Auswaschungsrisiko

unter Praxisbedingungen als sehr gering einzuschitzen.
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7  Summary
Veterinary antibiotics, mainly tetracyclines and sulphonamides, are commonly used in
intensive livestock production. In 1999, the use of antibiotics in the EU and Switzerland

amounted to 13.200 t.

After administration to the animal, considerable amounts of the agents or their metabolites
are excreted via urine and faeces. Through organic fertilizers biologically active
ingredients may reach the soil and become environmentally relevant. According to a
guideline which has been developed by the European Medicines Agency (EMEA/CVMP-
055/96) and came into effect in 1998, an environmental impact assessment is obligatory for
all new veterinary drugs. However, this procedure is not required for so-called old
compounds such as tetracyclines and sulphonamides. Therefore, a substantial lack of

information exists for these old compounds with regard to potential environmental effects.

The aim of this thesis was to examine the substance groups tetracyclines and
sulphonamides with regard to their behaviour in poultry manure (persistence of
tetracycline), liquid manure (drug residues in samples from commercial farms) and soil
(mobility of tetracycline and sulfadiazine in different sails) with the final aim to provide
further information for the risk assessment of these antibiotics. The detection of the

substances was carried outusing HPLC.

In two experiments with stored poultry manure containing tetracycline the strongest
degradation took place during the first 14 days after set-up of the containers. During this
period, a considerable temperature rise to approximately 55 °C in the first and 48 °C in the
second experiment was observed thus indicating a temperature dependency in the
degradation of tetracycline. In the further course of the storage period tetracycline
concentrations of both storage types (aerobic and anaerobic conditions) were further
reduced. However, in both experiments an entire degradation was not achieved within the
storage period of three and two months, respectively. Temperature levels in the controls
remained above the tetracycline treated containers (3 Kelvin) indicating a tetracycline-
induced inhibition of microorganisms involved in the composting process. Half-lifes for
tetracycline 2.9 d for more aerobic and 2.3 d for more anaerobic storage conditions.
However, a large variability in concentrations due to the heterogenous nature of the

samples has to be taken into account.
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In two batches of liquid manure samples originating from the Weser-Ems region
(1999/2000: n=168; 2001/2002: n=176), the occurrence of five commonly used
antibiotics was investigated. In 1999/2000, 35.1 % of the samples were negative for the
examined antibiotics (tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline, sulfadiazine,
sulfamethazine), whereas this was the case for 12.5 % of the samples in 2001/2002. In both
years, the most frequently detected substances were tetracycline and sulfamethazine.
However, sulphonamides seem to be less persistent in liquid manure compared to
tetracyclines. In general, the present results demonstrate the widespread use of antibiotics
in pig production, and a longitudinal analysis provided no evidence for a substantial

reduction in the use of the antibiotics investigated.

The investigations on the mobility of tetracycline and sulfadiazine in different soils were
partly carried out using Kick-Brauckmann vessels and intense rain simulation at different
time points. Neither tetracycline nor sulfadiazine were detected in the leachate from
humous sandy soil as well as from loamy sand when irrigation took place 48 h after
application of the antibiotics with liquid manure (quantification limit: 2 - 6 pg 1™).
However, in two of three vessels with peat-based substrate tetracycline was detected in all
four leachate samples in a range from 1.6 to 8.2 pg "', Irrigation after ten weeks did not
reveal any detectable traces in the leachates irrespective of the soil type. Thus, a higher
leaching potential of tetracycline in boggy soil, possibly bound to liquid manure particles,

cannot be excluded.

In long-term lysimeter studies, tetracycline was detected in four leachate samples under
corn (quantification limit 1 pg1") in the first year. However, these findings could not be
reproduced in the second year. Sulfadiazine, which had only been used in the second year,
was neither detected under corn nor under rye. These results report for the first time a
leaching potential of tetracycline at least for the lysimeter model. Leaching did not depend
on the amount of tetracycline applied with liquid manure. However, it could be connected
with the type of application or incorporation into the soil of the liquid manure, respectively

(rye: superficial application, corn: incorporation at a depth of 4 cm).

In the top soil layer of the tested Kick-Brauckmann vessels a higher tetracycline
concentration was generally found than in the lower soil layer. Concentrations were
obviously dependent on the clay content of the soil (loamy sand > humous sand > peat
mixture). Although applied in the same amount, soil sulfadiazine concentrations were

always lower than those of tetracycline; this was also true for the lysimeter experiments.
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After ten weeks the concentration of both substances had clearly decrased. However,
repeated analysis of the soil from the lysimeters showed an increase of tetracycline
concentrations over the two years. This points to an accumulation risk for tetracycline in
soil since the substance showed at least in sandy and loamy soil a distinct stability in the

soil as well as a low leaching ability.
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9 Anhang

Tabelle 34: Tagesmittelwerte des Temperaturverlaufs im Masthdhnchenfestmistder sechs
Komposter und der Raumluft, Experiment 1

Tage Temperatur (°C)
0,5¢g TC je KT 0,5gTCje 1,0gTC je KT 1,0 g TC je Raumluft
kg Futter kg Futter kg Futter kg Futter
RM RM SM RM SM SM

1 22,1 22,7 23,3 26,1 23,0 25,8 16,5
2 45,4 44,9 442 46,6 44,8 44,7 16,3
3 53,4 54,3 54,5 50,7 56,0 47,6 16,5
4 53,9 55,5 55,3 48,0 57,7 45,8 16,3
5 53,7 55,5 54,5 46,5 56,9 45,5 16,4
6 54,7 55,9 53,6 49,5 56,3 48,6 16,3
7 56,3 56,5 53,6 54,1 56,8 52,7 16,5
8 56,6 56,3 54,2 55,1 57,4 53,5 16,5
9 55,1 54,1 55,3 54,3 56,6 52,3 16,4
10 54,7 52,9 52,1 54,4 55,5 51,7 16,6
11 55,0 53,7 51,5 54,6 55,1 51,6 16,1
12 53,9 53,7 50,5 53,0 54,5 50,9 15,6
13 52,8 52,6 49,6 52,8 53,9 50,3 15,3
14 52,3 51,0 49,0 53,2 53,5 49,6 15,5
15 52,2 49,7 48,9 53,0 53,2 48,9 15,6
16 52,2 49,1 49,2 52,3 52,9 48,4 15,6
17 51,7 48.6 49.4 51,5 52,2 48,0 15,7
18 50,9 48,1 49,1 50,9 51,1 47,3 16,0
19 49,9 47,5 48,5 50,5 49,7 46,5 16,1
20 49,1 46,8 47,7 50,1 48,5 45,6 16,5
21 48,9 46,5 47,3 49.9 47,7 45,0 16,8
22 48,8 46,2 47,1 494 46,9 44,3 17,0
23 47,8 453 46,5 48,2 45,6 43,2 17,4
24 47,4 45,1 47,0 48,1 45,1 42,7 17,1
25 45,6 43,5 46,6 47,1 43,6 41,3 16,2
26 42,4 40,5 452 45,8 41,3 38,9 15,3
27 39,2 37,1 43,6 44,8 38,8 36,5 15,6
28 39,0 35,0 42.4 44,9 37,2 34,9 15,5
29 42,9 34,2 41,5 45,0 36,2 34,0 15,6
30 45,6 34,0 40,7 44,1 35,5 33,6 15,6
31 44,8 343 40,1 42,7 35,2 33,6 15,6
32 42,2 34,7 39.6 40,8 35,1 33,6 15,7
33 39,5 35,1 39,1 38,8 35,1 33,6 15,6
34 37,3 35,4 38,5 36,7 34,9 333 15,3
35 38,0 35,6 37,9 34,8 34,6 33,0 15,4
36 41,6 35,9 37,3 33,4 343 32,5 15,4
37 49,2 45,3 38,2 354 38.9 42,2 15,4
38 47,0 47,0 43,1 40,0 43,2 45,3 15.8
39 43,0 43,7 43,5 38,0 41,8 42,7 15,7
40 40,0 40,8 41,9 36,0 39,8 39,6 15,8
41 36,9 37,5 39,5 33,7 37,3 36,2 16,0
42 35,0 349 37,3 31,8 35,2 33,4 16,5
43 30,2 29,3 35,8 27,9 34,0 31,8 17,3
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Tage Temperatur (°C)
0,5¢g TC je KT 0,5gTCje 1,02 TC je KT 1,0 g TC je Raumluft
kg Futter kg Futter kg Futter kg Futter
RM RM SM RM SM SM

44 32,7 29,1 36,8 30,7 33,6 31,1 17,5
45 34,8 30,5 38,0 33,4 33,4 30,7 17,6
46 34,9 30,9 37,4 34,8 32,6 32,0 17,1
47 37,0 32,6 38,1 39,9 33,2 36,5 16,2
48 343 30,8 38,4 37,1 343 35,7 16,0
49 33,3 30,1 36,3 35,5 33,8 34,6 16,4
50 32,4 29,8 34,0 34,4 32,7 33,6 16,3
51 32,4 30,3 32,1 34,2 31,5 32,9 16,9
52 32,5 30,9 30,8 343 30,9 32,6 16,8
53 32,0 31,1 29.8 33,9 30,3 32,1 16,5
54 30,7 30,5 28,6 32,6 29,4 31,0 16,2
55 29,6 29,9 27,3 31,3 28,4 29,8 16,3
56 28,9 29.8 26,3 30,7 27,6 29,2 16,3
57 28,3 29.9 25,6 30,2 27,1 28,6 16,8
58 28,2 30,8 25,3 30,1 26,8 26,9 17,1
59 29,3 35,5 25,0 32,1 26,8 24,8 17,6
60 30,1 35,8 25,5 32,7 27,5 25,2 17,4
61 30,3 33,8 27,1 32,2 28,8 26,3 16,8
62 28,9 31,3 28,6 30,6 29,8 27,2 16,5
63 26,1 28,4 28,2 27,9 28,9 26,6 16,4
64 25,7 28,4 28,1 27,4 28,4 26,5 16,9
65 25,0 27.8 27.8 26,6 27,9 26,2 16,9
66 24,7 27,4 27,5 26,2 27,4 25,9 17,4
67 24,7 27,4 27,1 26,2 27,0 25,8 17,5
68 24,5 27,1 27,0 26,1 26,9 25,7 17,7
69 24.5 27,0 26,8 26,0 26,7 25,7 17,9
70 24.0 26,3 26,1 25,4 26,1 25,2 18,0
71 23,0 25,1 24,9 24,3 24,9 24,2 17,4
72 23,6 25,5 25,6 25,4 24,8 24,8 17,6
73 25,4 26,9 27,7 26,3 27,3 26,8 18,6
74 253 26,5 28,3 26,1 27,8 27,3 18,9
75 243 25,5 28,1 25,3 27,5 27,0 18,7
76 22,9 24,1 26,7 23,9 26,1 25,7 18,4
77 22,5 23,6 25.8 23,3 253 25,0 18,5
78 22,4 23,5 25,4 23,2 25,0 24.8 18,2
79 21,6 22,6 24,5 22,4 24,1 23,9 17,7
80 20,4 21,4 23,2 21,2 22,8 22,7 17,1
81 19,9 20,8 22,4 20,6 22,1 22,1 16,8
82 19,8 20,7 22,3 20,6 22,0 22,0 17,1
83 19,8 20,6 22,0 20,5 21,7 21,8 17,4
84 20,9 21,8 22,8 21,7 22,7 22,8 18,8
85 21,3 22,1 22.8 21,9 22,7 22,8 18,8
86 22,1 22,9 23,7 22.8 23,5 23,6 19,6

KT Kontrolle
RM Rottemist
SM Stapelmist
TC Tetrazyklin
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Tabelle 35: Tagesmittelwerte des Temperaturverlaufs im Masthdhnchenfestmist der acht
Komposter und der Raumluft, Experiment 2

Tage Temperatur (°C)
KT 1 2 3 KT 1 2 3 Raumluft
RM RM RM RM SM SM SM SM

1 22,5 22,0 21,2 23,1 22.5 23,4 23,6 21,9 19,0
2 34,4 35,2 314 38.6 32,6 32,0 34,5 30,9 19,0
3 47,0 48,6 46,7 48.8 45,6 422 46,5 424 19,9
4 46,6 46,4 46,6 45,5 49,1 47,1 46,6 48,5 20,6
5 46,0 45,7 45,1 454 46,2 45,0 43,1 45,8 21,2
6 49,1 49,6 48.4 49,5 45,5 44,0 43,5 44,3 21,6
7 50,9 50,4 49.9 50,0 48,5 45,8 46,4 46,0 22,0
8 50,3 49.8 49,2 494 49.5 46,8 46,9 471 22.4
9 50,1 49.8 494 494 50,3 47,8 47,1 48,1 22,7
10 49,7 50,0 49,6 49,5 50,1 48,1 47,0 48,4 23,5
11 49,7 50,2 50,0 49.6 50,0 48,5 47,2 48,7 24,0
12 49,3 49,7 49,7 49,3 49.8 48,6 47,2 48,9 23,9
13 48,9 49,0 49,2 48.8 49,0 48,3 46,3 48,4 24,4
14 49,2 48,7 48,3 48,7 48,9 47,7 45,8 47,9 24,7
15 49,3 48,7 48.4 48,7 49.8 48,6 46,7 48,7 25,0
16 47,6 46,3 45,7 45,9 48,5 47,7 46,0 47,7 24,8
17 47,5 45,6 45,0 45,9 48,3 47,1 46,1 47,5 24,1
18 47,9 45,8 454 47,1 48,5 46,6 46,5 47,4 24,5
19 49,2 47.6 47,1 49,3 49,6 473 474 482 249
20 49,5 48.6 48,2 50,1 50,3 48,0 47,9 49,0 24,3
21 48,6 47,8 47,7 49.4 49,9 47,7 47,5 48,9 24,0
22 48,4 47,9 48,1 49,1 49.4 47,7 47,3 48,8 24,5
23 48,4 47,7 48.6 49,1 47,9 47,0 47,1 47,6 24,5
24 50,4 49,3 49.8 52,6 49,7 47,2 49,6 48,6 24,3
25 51,0 50,2 50,2 54,5 50,0 47,1 49,9 48,8 23,6
26 51,2 50,6 50,3 54,8 50,2 46,8 50,0 48,5 23,5
27 51,2 50,7 50,2 54,5 50,6 46,6 50,3 48,4 23,5
28 50,9 50,7 50,2 53,9 50,8 46,5 50,5 48,3 23,4
29 49,9 49,7 48,3 51,1 50,9 46,6 50,5 48,2 23,8
30 57,4 62,7 55,6 59,0 50,9 46,4 50,3 47,7 23,9
31 55,9 58,8 53,1 53,7 51,2 46,6 50,7 47,8 23,7
32 52,9 53,5 48,5 47,7 51,0 46,3 50,5 47,7 23,0
33 51,6 50,9 46,3 45,3 50,4 45,8 49,9 47,3 22,7
34 51,7 49,6 45,1 44,6 50,0 45,5 49,6 47,2 23,4
35 50,8 47,3 43,5 43,3 50,4 45,8 50,0 47,6 23,4
36 48,0 43,7 40,7 40,6 50,5 45,9 50,0 47,7 23,0
37 49,1 51,5 445 42.4 49,3 45,0 49,0 46,6 22,5
38 48,0 474 41,8 40,1 49,9 44,7 50,2 46,8 22,8
39 47,2 44,3 40,0 38.6 50,1 44,9 50,5 47,1 23,1
40 45,8 42,3 39,3 37,9 50,1 45,1 50,3 47,3 23,2
41 434 40,1 37,8 36,3 49.8 45,1 49,9 47,2 22,9
42 42,2 39.9 37,6 35,7 49.4 44,9 49,2 46,9 23,1
43 43,5 43,3 41,2 38.0 47,8 44,2 47,2 45,6 22,5
44 59,4 57,3 52,6 56,1 47.6 42.6 451 437 222
45 54,3 48,5 44.6 47.8 50,6 43,5 47,6 45,0 21,9
46 49,2 43,5 40,3 41,9 50,3 43,6 47,5 44,7 21,6

i
Q

46,1 40,5 37,7 387 49,0 429 46,6 436 21,5
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Tage Temperatur (°C)
KT 1 2 3 KT 1 2 3 Raumluft
RM RM RM RM SM SM SM SM
48 442 37,2 35,7 36,4 48,0 421 45,7 42.5 21,7
49 43,3 34,9 34,2 34,5 47,3 41,5 45,3 41,7 22,0
50 42,5 33,8 33,3 33,6 47,0 41,1 45,2 41,2 22,2
51 40,4 32,7 32,0 32,5 46,9 40,8 45,1 40,9 22,0
52 38,4 31,7 31,5 32,0 46,4 40,4 44.6 40,3 22,3
53 38,6 32,7 33,6 35,8 46,0 39,7 44,3 39,5 22,1
54 37,1 32,3 32,8 35,8 46,2 39,5 44,8 39,3 22,0
55 36,2 32,1 32,1 34,7 46,1 394 44,7 39,3 22,3
56 36,0 32,3 32,1 34,2 46,0 39,5 44 4 39,3 22.8
57 34,5 31,5 31,1 33,1 43,4 37,7 41,7 37,5 22,4
KT Kontrolle
RM Rottemist
SM Stapelmist

Tabelle 36: Tetrazyklin-Gehalte im Masthdhnchenfestmist der sechs Komposter {iber den
dreimonatigen Lagerungszeitraum, Experiment 1

Probennahme- Tetrazyklinkonzentration (mg kg")

zeitpunkt in KT KT 05gTCje 05gTCje 1,0gTCje 1,0¢gTC je

Tagen kg Futter kg Futter kg Futter kg Futter
RM SM RM SM RM SM

1 0,00 0,00 25,97 44,05 55,74 100,11

11 0,00 0,00 7,67 11,65 29,82 26,13

28 0,00 0,00 16,84 16,54 74,39 31,19

43 0,00 0,00 6,32 3,79 32,77 32,67

58 0,00 0,00 12,51 2,73 47,73 20,97

72 0,00 0,00 11,91 2,53 11,28 16,54

86 0,00 0,00 3,45 0,00 9,82 22,02

KT Kontrolle

RM Rottemist

SM Stapelmist

TC Tetrazyklin
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Tabelle 37: Tetrazyklin-Gehalte im Masthdhnchenfestmist der acht Komposter iiber den
zweimonatigen Lagerungszeitraum, Experiment 2

Komposter Tetrazyklinkonzentration (mg kg'l)
Tag 1 Tag 15 Tag 29 Tag 43 Tag 57

Kontrolle RM 5,65 0,00 0,00 0,00 0,00
1 RM 54,65 9,09 4,15 7,69 7,43
2RM 47,34 11,56 2,27 7,71 1,66
3RM 51,17 12,99 3,90 8,51 5,60
Kontrolle SM 5,65 0,00 0,00 0,00 0,00
1 SM 56,34 5,25 1,73 5,72 4,06
2 SM 39,29 4,05 3,74 3,19 2,20
3 SM 35,15 3,59 3,07 1,00 1,84

RM Rottemist
SM Stapelmist

Tabelle 38: Ermittelte Wirkstoffkonzentrationen von Tetrazyklin (TC), Oxytetrazyklin
(OTC), Chlortetrazyklin (CTC), Sulfadiazin (SD) und Sulfamethazin (SM)
des Screenings der Schweinegiilleproben aus dem Jahr 1999/2000, n = 168
(TS = Trockensubstanz; N = Stickstof¥)

Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg")
1 32 0,36 * * * * 1.4
2 8,0 0,41 * * * * 2.9
3 13,0 094 2,5 * * 3.4 9.3
4 7.7 0,60 13,4 * 2.4 * 3.4
5 2,5 0,34 * * * * 22
6 72 0,67 * * 6.1 * 11
7 0,9 0,20 * * * * 2.0
8 133 046 * * * * *
9 123 0,76 * * * * 9.4
10 6,4 0,53 12 * * * *
1 52 0,39 * * * * *
12 2.3 0,24 18,5 * 3,6 * 6,5
13 5,0 0,39 * * 8,1 * 4,0
14 6,8 0,80 7.6 * * * 20,8
15 6,8 0,56 0,8 * * * *
16 1,8 0,51 0,9 * * * *
17 42 0,47 7.6 * * * 5.7
18 122 091 3,3 * * * 2.1
19 7.4 0,61 32 * 6,6 * 7.7
20 45 0,63 * * * * 2.9
21 5.4 0,64 * * * * *
2 23 0,28 0,7 * * * *
23 3,0 0,36 * * * * 6,2
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg")
24 8,7 0,75 * * * * 3,6
25 22 0,35 * * * * 1,9
26 1.8 0,25 * * 3.6 * 22
27 3.8 0,37 * * * * *
28 9,7 0,65 * * * * *
29 3,5 0,29 10,5 * * * 16,6
30 3,3 0,30 * * * * *
31 6,4 0,57 9,2 * * * 7,0
32 2,0 0,25 * * * * *
33 55 0,64 * * * * 49
34 5,0 0,67 2.8 * 3,6 * 4.4
35 9,0 0,76 45 * * * 1.2
36 3,3 0,50 * * * * *
37 11,5 0,69 3,1 * * * 9.3
38 7.4 0,71 * * * * 32
39 12,6 0,98 * * 32 * *
40 8,6 0,82 15,1 * * * 18,0
41 3.6 0,41 * * * * *
4 6.1 0,29 * * * * 1,9
43 147 0,98 292 * * 2,1 12,2
44 9,0 0,80 * * * * 4.4
45 9.7 0,86 * * * * 42
46 8.4 0,81 3,7 * * * 2.9
47 6,0 0,46 1,0 * * * 2.7
48 49 0,38 * * * * *
49 7.4 1,01 2.9 * * * 2.8
50 5.8 0,50 * * * * *
51 5.7 0,62 22,5 * * * 5.8
52 3,0 0,30 * * * * *
53 1,9 0,25 * * * * *
54 6,7 0,43 * * * * *
55 1.8 0,20 * * * * *
56 2.3 0,32 * * * * 3.4
57 1.8 0,24 * * * * *
58 2.7 0,48 1,1 * 8.2 * 6,8
59 3,0 0,32 * * * * 17
60 7.5 0,55 2.4 * * * 43
61 1.8 0,41 * * * * *
62 17 0,36 7.6 * * * 1,9
63 1,1 0,24 * * * * *
64 45 0,65 17,6 * * * 15,7
65 1,9 0,42 * * * * 47
66 3,6 0,44 * * * * *
67 7,0 0,50 * * * * 2,1
68 52 0,46 42 * 3.4 * 5.4
69 1,0 0,19 * * * * *
70 45 0,50 * * * 293 *
7 6,9 0,35 * * * * 3.4
7 22 0,28 * * * * 1,6

73 4,8 0,58 9,6 * * * 17,1
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg")
74 5.8 0,67 3,6 * 48 * 75
75 2.4 0,29 3,9 * * * 3,7
76 9.3 0,84 * * * * 3,0
77 22 0,24 * * * * *
78 52 0,59 13,9 * 8.8 * 272
79 109 087 7.1 * 45 235,1 18,6
80 2.7 0,24 * * * * *
81 3,1 0,32 * * * * 1.4
82 1,6 0,25 * * * * 6,9
83 1,5 0,32 * * * * *
84 22 0,34 * * 5.3 * *
85 2.7 0,35 72 * 22 * 19.4
86 1,6 0,20 * * * * *
87 43 0,53 * * * * *
88 1.4 0,21 * * * * *
89 108 048 * * * 9.3 *
90 KA. kA. * * * * *
91 2,1 0,50 * * 3,5 * *
92 107 072 2.8 * * * 6,7
93 KA. 0,65 12,6 * * * 20,1
94 8.8 0,64 13,5 * * * 32
95 5.4 0,67 0,7 * * 2.1 4.8
96 0,5 0,10 * * * * *
97 2.9 0,36 1,6 * * * *
98 1,6 0,29 1,1 * * 2,1 9,6
99 7.5 0,73 24,0 * * * 62,1
100 KA. kA * * * 2.1 *
101 1.8 0,27 * * * 1,0 *
102 6,4 0,53 * * * * *
103 17 0,32 * * * * *
104 4.0 0,42 * * * * *
105 3.8 0,40 * * * * 2,0
106 2.7 0,53 * * * * *
107 12 0,17 * * * * *
108 3.8 0,34 * * * * *
109 41 0,41 2,6 * * * 41
110 52 0,53 * * * * *
11 117 093 7,0 * * * 5,1
12 2.4 0,44 * * * * *
113 3,3 0,38 0,6 * * * 1,9
114 3.8 0,37 * * * * *
15 1,5 0,31 * * * * *
116 3,3 0,36 * * * * *
117 2,6 0,31 5,5 * * * 6,2
118 6,2 0,34 * * * * *
119 2.8 0,28 * * * * *
120 2,1 0,35 * * * * *
121 3,5 0,45 5.7 * * * 4,0
122 102 085 * * 7.5 * 2,0

123 33 0,33 * * * * 0,7
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg")
124 3,0 0,34 * * * * 3,1
125 3,1 0,30 * * * * *
126 1.8 0,25 * * * * *
127 8.4 0,44 * * * 4,0 *
128 6,0 0,67 5.3 * 330,7 * 8.8
129 9,1 0,60 * * * * 3,9
130 5,1 0,54 * * * * 2.4
131 3,0 0,41 * * 3.8 2,1 *
132 47 0,38 * * * * 13
133 3.8 0,45 * * * * 32
134 43 0,49 * * * * 2.8
135 1,0 0,25 * * * 2,5 *
136 1.4 0,26 * * * * *
137 3,1 0,28 * * * * 23
138 1,6 0,27 4.4 * * * 14,0
139 3,5 0,55 * * * * *
140 42 0,39 13,5 * * * 3,6
141 119 0,88 * * * * *
142 0,9 0,15 4,1 * * * *
143 3,7 0,41 6,4 * * * *
144 3,1 0,36 0,7 * * * 22
145 2.9 0,40 * * * * *
146 3.4 0,49 * * * * 43
147 1.8 0,41 * * 8,2 * 3.8
148 47 0,41 38,3 * 3.4 * 13,1
149 103 061 33,1 * * 9,1 33,6
150 7.4 0,82 9.8 * * * 20,4
151 47 0,59 25,7 * * * 11,1
152 5.8 0,73 2,1 * * 49 6,0
153 6,4 0,52 * * * * *
154 0,8 0,18 * * * * *
155 3.8 0,39 * * * * *
156 2.9 0,12 * * * * 6,0
157 7.3 0,43 10,8 * 23 * 7.9
158 6,4 0,74 * * * * *
159 52 0,50 3.4 * * * 6,3
160 2.7 0,36 444 48 29,9 * 17,8
161 105 0,64 17 * 113 * *
162 3,1 0,46 0.8 * 41 * 32
163 5.1 0,57 6,5 * * * 1.8
164 3,5 0,31 * * * * *
165 1,9 0,32 * * * * *
166 2,5 0,29 16,3 * 43 * 39,1
167 6,5 0,74 1.2 * * * 6.8
168 8,3 0,79 8,6 * * * 41

* nicht nachweisbar; unterhalb der Bestimmungsgrenzen von 0,8 mg kg" fiir TC, CTC, SD, SM und
unterhalb 1,0 mg kg™ fiir OTC
k.A. = keine Angabe
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Tabelle 39: Ermittelte Wirkstoffkonzentrationen von Tetrazyklin (TC), Oxytetrazyklin
(OTC), Chlortetrazyklin (CTC), Sulfadiazin (SD) und Sulfamethazin (SM)
des Screenings der Schweinegiilleproben aus dem Jahr 2001/2002, n =176
(TS = Trockensubstanz; N = Stickstof¥)

Proben-Nr. TS N TC OTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg")
1 k.A. 0,19 * * * * 9.4
2 k.A. 0,64 * * * * 4,6
3 2.7 0,37 1,2 * * * *
4 1,8 0,25 * * * * *
5 2,6 0,27 * * * * *
6 1,0 0,18 * * * 1,5 *
7 2,0 0,21 * * * 4,5 *
8 2.7 0,28 8,6 * * 17,0 *
9 2,0 0,22 0,9 * * * *
10 1,2 0,21 * * * 2,0 *
11 2,0 0,46 * * * 2.7 8,7
12 2.4 0,37 * * * 3,5 *
13 1,3 0,36 * * * 2,6 *
14 2,7 0,53 * * * * *
15 2,8 0,29 * * * * *
16 2,6 0,46 * * * 2.8 *
17 2,6 0,25 * * * 3,3 *
18 1,0 0,23 * * * 2,5 *
19 1,9 0,41 22 * * 3,8 3,0
20 2.4 0,35 * * * * *
21 2,7 0,31 * * 1,6 * *
22 2,3 0,27 * * * 2.4 13,0
23 1,5 0,35 * * * * *
24 1,7 0,21 * * * 3,3 *
25 0,9 0,23 * * * * *
26 2,1 0,24 * * * 22 1,7
27 2.8 0,42 4,0 * * * *
28 2,3 0,31 5.8 * * * 5.8
29 2.4 0,26 3,6 * * * *
30 2,1 0,24 * * * 1,7 2,3
31 1,7 0,33 4,1 * * 7,2 3,3
32 2.3 0,35 * * * 1,4 7,2
33 2,5 0,29 * * * 3,6 *
34 2,5 0,40 * * * * 3,0
35 2,6 0,23 * * * * 1,8
36 2.8 0,54 3,9 * * * 17,8
37 2,8 0,38 * * * * *
38 1,0 0,17 * * * * *
39 0,8 0,29 * * * * 2,0
40 0,9 0,15 * * * 2.4 *
41 2,5 0,29 * * * * 3,4
42 0,7 0,18 * * * * 2,5
43 2,0 0,32 * * * * *
44 1,7 0,29 * * 2,0 * 2.4
45 22 0,28 1,2 * * * *
46 2,8 0,32 * * * * *
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg')
47 13 021 * * * 42 *
48 2.4 0,32 * * * * *
49 17 0,22 8,1 * * x x
50 2.3 0,31 3.8 * * * *
51 2.7 0,35 * * 1,1 * *
52 13 0,17 3,6 * * * *
53 57 0,63 * * * 6,9 *
54 3,6 0,33 * * * 3,3 *
55 47 0,31 * * * 3,7 *
56 3,7 0,35 * * * 3,3 *
57 3.8 0,33 * * * 0,7 *
58 3,9 0,51 * 3,9 * * *
59 3,0 0,19 * * * * *
60 47 0,52 3,3 * * 6,8 57
61 3.4 0,48 8.1 * * * *
62 42 0,88 * * * * *
63 3,5 0,39 2,5 * * * *
64 3,7 0,38 2.6 * * * *
65 49 0,42 48 * * * 32
66 3,5 0,40 21,7 * * * *
67 5.3 0,39 * * * 3,5 2,0
68 5.4 0,47 * * * 3,3 *
69 5.3 0,47 * * * * *
70 3,9 0,51 12,6 * * 41 16,0
7 52 0,34 * * * 3,1 *
7 6,3 0,54 6.8 * * * 2.3
73 4,0 0,64 11 * * * *
74 41 0,47 * * * 1,9 *
75 5.4 0,50 * * * * *
76 5.5 0,48 * * * * *
77 43 0,60 16,2 * * 22 12,2
78 3.8 0,58 22,6 * * 2.9 *
79 5.3 0,42 72 * * * *
80 4,0 0,43 9.4 * * 3,1 2,1
81 49 0,50 15,8 * * * *
82 5,0 0,49 46 * 5,1 3,7 *
83 5.7 0,75 * * * 10,1 6,7
84 3,6 0,31 * * * * 32,7
85 3,7 0,43 * * * * 2,5
86 3,3 0,49 * * * 2,6 2.6
87 45 0,64 * * * 3,3 5.6
88 3,1 0,39 * * * * *
89 5,0 0,77 3,3 * * 49 45
90 3,9 0,53 6,6 * * * 7.1
91 45 0,56 11,5 * * 46 22
92 5.3 0,54 6,7 * * 3.8 72
93 3.8 0,46 7.3 * * 3,1 4.0
94 5,1 0,57 55 * * * 3,7
95 41 0,60 3,5 * * * 7.4
96 5.8 0,42 12,7 * * * 2.7
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg')

97 43 0,43 41 * * * *
98 52 0,54 * * * * 2.6
99 4,0 0,62 5.8 * * 2.8 1.6
100 3.8 0,39 * 25,7 * * *
101 3,3 0,32 * * 3.8 * *
102 52 0,50 16,9 * * 253 23
103 3,3 0,35 6,4 * * 10,4 *
104 32 0,39 22,1 * 5,7 * 5.6
105 3,0 0,23 * * * 2.4 2,0
106 5.9 0,58 19,7 * 6,9 25,0 45
107 3,7 0,33 72 * * 1,9 *
108 3,7 0,39 * * * 114 1.8
109 4.6 0,33 * * 2.3 * *
110 55 0,76 * * * 42 3,0
11 47 0,59 37,6 * * * 10,9
112 32 0,31 42 * * * *
113 48 0,52 14,5 * * * *
114 42 0,52 14,7 * * * 13,0
15 42 0,46 * * * 8.5 2.8
116 41 0,42 6,9 * * * *
117 32 0,69 * * * * 2,0
118 43 0,42 * * * * *
119 4,0 0,54 2.7 * 5.8 * 49
120 5.9 0,59 2,0 * * * *
121 7.1 0,46 * * * 22 *
122 6,9 0,68 213 * * 5.8 2.9
123 7.1 0,59 * * * 1,9 *
124 7.8 0,45 * * * 6,4 3,9
125 8.4 0,76 40,7 * * 9.8 *
126 7.4 0,57 17,9 * * 414 13,4
127 6,8 0,59 13,5 * * * *
128 6,6 0,45 13,1 * 27,6 20,8 *
129 7.1 0,59 * * * 7.8 3,3
130 8,0 0,59 14,0 * 7.5 32 3,9
131 6,5 0,55 26,0 * * 22 47
132 6,4 0,69 * * * 132 42
133 8.4 0,59 * * * 7.1 2.8
134 7.6 0,69 4,0 * * 3,5 22
135 6,0 0,53 6,1 * * * *
136 8.3 0,33 * * * 1,6 3,6
137 6,3 0,69 3,9 * * 2,6

138 6,2 0,34 * * * * 48
139 6,9 0,59 6,1 * 45 * *
140 6,6 0,60 17 1,6 * * 1,0
141 7.5 0,53 6,5 * * * *
142 8.4 0,63 45,7 * 5.6 3,3 5,0
143 7.9 0,61 11,5 * * * *
144 6.7 0,48 16,7 * * * 6,3
145 6,0 0,51 3,6 2,6 * 13,4 48

146 7.9 0,73 9,3 * 6,9 3,6 2.3
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Proben-Nr. TS N TC OoTC CTC SD SM
(%) (%) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')  (mgkg')

147 7.4 0,72 9,0 * * 4.4 3.4
148 6,3 0,44 13,3 * * * 8.5
149 6,7 0,58 7.6 * * * *
150 6,9 0,47 5,5 * * 22 *
151 8,3 0,67 * * 5.6 2.9 4.6
152 7.6 0,86 6,7 * * * *
153 6,6 0,35 14,4 * * * 5,0
154 6,4 0,53 4,0 * * 13 3,7
155 6,5 0,70 2.4 136,2 * * 167.,0
156 6,6 0,80 * * * 2.8 3.8
157 107 0,75 * * * 3.8 *
158 9,1 1,01 11,8 * * 6,4 *
159 109 0,63 22,9 * * 4,0 3,1
160 124 0,90 32,8 5,0 15,4 6,2 3,1
161 125 0,99 8.0 9,1 10,4 6,6 0,7
162 101 0,78 5.5 * * 6,2 18,5
163 9.4 0,80 * * * * 52
164 9.3 0,83 12,1 * * 5.6 3,7
165 11,5 0,58 * * * 2.9 *
166 110 0,58 374 * * * 3.8
167 100 082 7.7 * * 8,2 *
168 128 072 * * * * *
169 146 1,01 * 8.1 * 20,0 2,5
170 9,5 0,61 * 1.8 2,0 * 9.2
171 10,1 0,79 * * * * 5.6
172 168 0,56 * * * * *
173 9,1 0,71 8.6 * * * *
174 10,1 1,05 * * * * *
175 9,7 0,74 8.4 * * 32 2,1
176 9,0 0,70 47 * * 43 43

* nicht nachweisbar; unterhalb der Bestimmungsgrenzen von 0,8 mg kg" fiir TC, CTC, SD, SM und
unterhalb 1,0 mg kg™ fiir OTC
k.A. = keine Angabe
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Tabelle 40: Vergleich der mittels HPLC gemessenen Tetrazyklin-Konzentrationen im
Sickerwasser unter Nullerde/Torf des Gefalversuchs (Starkregenereignis 48

Stunden nach Giilleausbringung) mit den Ergebnissen der Referenzmessung
(siehe Kapitel 3.4.1)

Probe Tetrazyklinkonzentration (ng 1
HPLC-Messung Referenzmessung
Gefal} 3, Fraktion I 3,3 6,4
Gefal} 3, Fraktion II 8,2 5,7
Gefal} 3, Fraktion III 1,6 3,7
Gefal3 3, Fraktion IV 2,5 2,6
Gefil} 4, Fraktion I 4,9 1,0
Gefal} 4, Fraktion II 3,3 3,4
Gefal} 4, Fraktion II1 4,9 3,0
Gefal} 4, Fraktion IV 4,1 2.9

HPLC High performance liquid chromatography
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Tabelle 41: Tetrazyklin-Gehalte im Boden der Kick-Brauckmann-Gefalle,
Starkregenereignis 48 Stunden bzw. zehn Wochen nach Giilleausbringung

Probe Tetrazyklinkonzentration (ng kg'l)

0- 12 cm Tiefe 12-24 cm Tiefe
Kontrollen
hS, Gefal3 5 9,3 -
1U, Gefal3 9 - -
T, Gefdl3 5 - -
Probennahme nach Beregnung 48 Stunden nach Giilleausbringung
hS, Gefal3 2 2190,5 1338.4
hS, Gefal} 3 47454 238.,4
hS, Gefal3 4 1757,2 286,4
1U, Gefal3 2 213,6 45,6
1U, GefaB3 3 8375,4 2676,9
1U, Gefal3 4 9171,7 332,4
T, Gefal3 2 319,8 209,6
T, Gefdl3 3 203,1 193,4
T, Gefal} 4 339,1 77,5
Probennahme nach Beregnung 10 Wochen nach Giilleausbringung
hS, Gefal3 10 723,8 <1
hS, Gefa3 11 4194 26,2
hS, Gefal 12 515,0 49.9
1U, GefaB3 10 17,0 7,9
1U, GefaB 11 27,7 2,9
1U, GefaB3 12 339,7 209,6
T, Gefal3 10 207,8 54,8
T, Gefa3 11 217,0 80,9
T, Gefal3 12 95,7 <1
hS lehmiger Sand
U lehmiger Schluff

T Nullerde/ Torf
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Tabelle 42: Sulfadiazin-Gehalte im Boden der Kick-Brauckmann-Gefifle,
Starkregenereignis 48 Stunden bzw. 10 Wochen nach Giilleausbringung

Probe Sulfadiazinkonzentration (ng kg'l)

0- 12 cm Tiefe

Kontrollen

hS, Gefal3 5 <1
1U, Gefal3 9 <1
T, Gefal} 5 <1
Probennahme nach Beregnung 48 Stunden nach Giilleausbringung

hS, GefaB3 6 141,6
hS, Gefal3 7 153,3
hS, Gefal3 8 331,4
1U, Gefal 6 77,5
1U, GefaB3 7 60,1
1U, Gefal3 8 61,2
T, Gefal 6 17,6
T, Gefal3 7 40,7
T, Gefal} 8 26,2
Probennahme nach Beregnung 10 Wochen nach Giilleausbringung

hS, Gefil3 14 443
hS, GefaB3 15 19,8
hS, Gefil} 16 32,4
1U, GefaB3 14 13,1
1U, GefaB 15 4,5
1U, GefaB3 16 20,9
T, Gefal3 14 32,9
T, Gefal 15 15,6
T, Gefal3 16 16,3
hS lehmiger Sand

U lehmiger Schluff

T Nullerde/ Torf
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Tabelle 43: Vergleich der mittels HPLC gemessenen Tetrazyklin-Konzentrationen im
Sickerwasser des Lysimeterversuches mit den Werten der Referenzmessung
(siehe Kapitel 3.4.2)

Probe Tetrazyklinkonzentration (ng 1M
HPLC-Messung Referenzmessung

Lys. 2, 19. KW 1,3 0,1

Lys. 13,22. KW 3,1 1,8

Lys. 58,21. KW 0,9 1,8

Lys. 65,21. KW 1,2 0,5

Lys. Lysimeter
KW Kalenderwoche
HPLC High performance liquid chromatography

Tabelle 44: Verlauf der Tetrazyklin-Gehalte (TC) im Boden ausgewahlter Lysimeter
wihrend der Versuchsdauer (TC-Gabe tiber Giille jeweils im Mai 2001
(Roggen friiher, Mais spater) und Mai 2002; Dosierung je Lysimeter: Lys. 4
und 28 = 45,0 mg bzw. 44,3 mg TC; Lys. 13, 15, 33, 35 = 67,2 bzw. 66,5 mg

TC)

Probe Tetrazyklinkonzentration (ng kg")

Mai 2001 Okt. 2001  M:irz 2002 Mai 2002 Okt. 2002
Lys 1 (KT) <1 2,1 11,8 <1 <1
Lys 4 <1* 20,5 22,5 54,0 67,6
Lys 13 <1* 10,6 <1 122,5 46,2
Lys 15 67,1%* 254 17,4 63,9 85,5
Lys 25 (KT) <1 1,8 14,1 <1 <1
Lys 28 <1* 5,1 16,5 71,6 31,3
Lys 33 59,4%%* 28,1 18,8 96,0 73,0
Lys 35 <1* 12,8 12,4 60,4 72,7
* Giille- bzw. TC-Gabe noch nicht erfolgt (Mais)

*x Giille- bzw. TC-Gabe erfolgt (Roggen)
KT Kontrolle
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Tabelle 45: Verlauf der Sulfadiazin-Gehalte (SD) im Boden ausgewéhlter Lysimeter
wihrend der Versuchsdauer (SD-Gabe tliber Giille im Mai 2002; Dosierung je
Lysimeter: Lys. 4 und 28 = 44,3 mg SD; Lys. 13, 15, 33, 35 = 66,5 mg SD)

Probe Sulfadiazinkonzentration (ug kg")

Mai 2001 Mai 2002 Oktober 2002
Lys 1 (KT) <1 <1 <1
Lys 4 <1 7,8 2,9
Lys 13 <1 15,5 1,7
Lys 15 <1 10,9 2,1
Lys 25 (K) <1 <1 <1
Lys 28 <1 9,6 1,5
Lys 33 <1 8,6 4,0
Lys 35 <1 9,1 3,0

KT Kontrolle

Tabelle 46: Verlauf der Chlortetrazyklin-Gehalte im Boden ausgewéhlter Lysimeter
wéhrend der Versuchsdauer (Nebenbefund)

Probe Chlortetrazyklinkonzentration (ug kg'l)

Mai 2001 Okt. 2001  M:irz 2002 Mai 2002 Okt. 2002
Lys 1 (KT) <2 <2 <2 <2 <2
Lys 4 2,6 6,4 4,6 12,4 22,5
Lys 13 12,6* 5,0 <2 25,9 18,4
Lys 15 7,2%% 4,3 3,7 9,6 22,6
Lys 25 (KT) <2 <2 3.9 <2 <2
Lys 28 10,0* 5,7 6,4 15,3 17,7
Lys 33 10,6%* 4,9 4,6 21,8 21,3
Lys 35 8,6* 4,0 4,0 8,0 24,8
* Giille- bzw. TC-Gabe noch nicht erfolgt (Mais)

ok Giille- bzw. TC-Gabe erfolgt (Roggen)
KT Kontrolle
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